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วัตถุประสงค์หลักคือการรักษาคุณภาพของโอโอไซต์โดยการแช่แข็ง ดังนั้นการเปลี่ยนแปลง
โครงสร้างของ cumulus-oocyte complexes (COCs) ที่เกิดจากการแช่แข็งจึงท่าให้มีผลกระทบต่อบทบาทหน้าที่
และกระบวนการปฏิสนธิ วัตถุประสงค์ของการศึกษานี้เพื่อตรวจสอบผลกระทบของการแช่แข็งโดยวิธีวิทริฟิ
เกช่ัน (Solid surface vitrification, SSV) ที่มีต่ออัตราการรอดชีวิตและลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ COCs ของ
สุนัข และศกึษาถึงการกระจายของคาร์โบไฮเดรตตามคุณสมบัติการจับของเลคติน COCs ทั้งหมดคัดเลือกมาจาก
สุนัขโดยท่าการแบ่งออกเป็น 5 กลุ่ม โดยทุกกลุ่มการทดลองยกเว้นกลุ่มควบคุมน่ามาแช่ใน vitrification medium 
ที่แตกต่างกัน vitrification medium ประกอบด้วย TCM 199 medium และเสริมด้วย trehalose 0.5 โมลาร์, 
ethylene glycol (EG) 1.5 โมลาร์ และ fetal bovine serum (FBS) 20 เปอร์เซนต์ น่ามาใช้ส่าหรับ COCs ของกลุ่ม 
2 และ 4 ในขณะที่ vitrification medium ที่ประกอบด้วย TCM 199 medium เสริมด้วย trehalose 0.5 โมลาร์, EG 3 
โมลาร์ และ FBS 20 เปอร์เซนต์ ใช้ส่าหรับ COCs กลุ่ม 3 และ 5 COCs จากกลุ่ม 4 และ 5 น่ามาแช่แข็งโดยวิธี 
SSV ในการศึกษา Lectin histochemistry ใช้เลคติน 6 ชนิด ได้แก่ PSA, S-WGA, LEL, GSL-II, VVA และ ECL 
โดยใช ้fluorescein-conjugated avidin D และ Rhodamine-conjugated avidin D เข้ามาจับ 

 
ผลการศึกษาพบอัตราการรอดชีวิตของโอโอไซต์ที่ไม่ผ่านการแช่แข็งและผ่านการแช่แข็งโดยวิธี SSV 

ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ การเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยา ได้แก่ การฉีกขาดของ oolemma การ
กระจายของ cumulus cell และ การเกิด cytoplasmic vacuole  พบในทุกกลุ่มการทดลอง ร้อยละความเสียหายของ 
COCs ในแต่ละกลุ่มการทดลองไม่แตกต่างกัน อย่างไรก็ตาม cumulus cell เป็นโครงสร้างที่ถูกผลกระทบมาก
ที่สุดจากการแช่แข็งโดยวิธี SSV ผลจาก lecitn histochemistry พบว่าสารป้องกันการแช่แข็ง และ/หรือ การแช่
แข็งโดยวิธี SSV มีผลต่อการลดลงต่อการจับของเลคติน PSA ต่อน้่าตาล α-mannose บน Zona pellucida และ 
oolemma การแช่แข็งโดยวิธี SSV มีผลท่าให้เลคตินไม่สามารถจับกับน้่าตาล N-acetyl glucosamine และ α-และ
β-α-D-N-acetyl glucosamine ไดท้ั้งบน ZP และ oolemma จับติดได้กับคาร์โบไฮเดรตบนผิวเซลล์ของ Cumulus 
cell, ZP และ oolemma ได้ลดลงเนื่องมาจากผลของcryoprotectants และ/หรือ SSVs ดังนั้นการสัมผัสกับสาร
ป้องกันการแช่แข็งและการแช่แข็งโดยวิธี SSV อาจมีผลต่อเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของน้่าตาลใน COCs 
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The main purpose of cryopreservation of the oocytes is to preserve their qualities. Therefore, any 

structural changes in cumulus-oocyte complex that might be caused by vitrification will have great effects on 
functions and fertilization. The objective of the present study was to determine effects of solid surface 
vitrification (SSV) on viability and morphology of canine cumulus oocyte complexes (COCs), and also on 
carbohydrate distribution based on lectin-binding properties. All COCs from each dog were randomly divided 
into five groups. Every group except the control was equilibrated and separately introduced into different 
recipe of vitrification media. The vitrification medium consisting TCM 199 medium, supplemented with 0.5 M 
trehalose, 1.5 M ethylene glycol (EG) and 20% fetal bovine serum (FBS) was used for COCs of the groups 2 
and 4, whereas the vitrification medium with consisting TCM 199 medium, supplemented with 0.5 M 
trehalose, 3 M EG and 20% FBS for the groups 3 and 5. Only the COC from groups 4 and 5 were vitrified with 
SSV. In lectin histochemistry, six biotinylated lectins including PSA, s-WGA, LEL, GSL-II, VVA and ECL 
were incubated with paraffin-embedded sections. Fluorescein-conjugated Avidin D and Rhodamine-conjugated 
Avidin D were then applied.  

 
The result showed that the survival rates of non-vitrified and vitrified COCs were not significantly 

different. Morphological alterations including shrinkage, disrupted oolemma, loss of cumulus cell layer and 
cytoplasmic vacuolization were common features found in treatment groups. Percentages of COCs with each 
type of damages were not different. However, cumulus cells appeared to be the structures that were affected 
most from the SSV. The results from lectin histochemistry showed that cryoprotectants and/or SSV reduced 
PSA binding to the α-mannose on the ZP and oolemma. SSV alone caused no binding to N-acetyl 
glucosamine and α-and β-α-DN-acetyl glucosamine on both the ZP and oolemma. Lectin binding to 
carbohydrate residues on cell surface of the cumulus cells, zona pellucida and oolemma was reduced by 
cryoprotectants and/or SSVs. Thus, exposure of the cryoprotectant and SSV may modify structural changes of 
sugars in the COCs.  
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โอโอไซต์ชนิดที่มี cumulus cell หุ้มกระจายรอบเปลือก zona pellucida 
โอโอไซต์ชนิดที่มีไซโตพลาซึมภายในเสื่อมสลาย 
solid surface vitrification 
โอโอไซต์ที่ย้อมด้วย PI 
การวัดขนาดโอโอไซต์ และ zona pellucida ของสุนัข 
เปอร์เซนต์การรอดชีวิตของโอโอไซต์ในแต่ละกลุ่มการทดลองและแสดงค่า
เบี่ยงเบนมาตรฐาน 
โครงสร้างของ cumulus-oocyte complexes 
ลักษณะของโอโอไซต์ที่ย้อมด้วยสี Hematoxyline & Eosin 
โอโอไซต์ที่ย้อมด้วยสี Periodic acid Shiff 
ร้อยละของ COCs ที่ผนังเซลล์ไข่ (oolemma) ฉีกขาด 
ร้อยละของ COCs ที่เกิด cytoplasmic vacuole 
ร้อยละของ COCs ที่มี cumulus cell ลอกหลุด 
ร้อยละของ COCs ที่ ZP ที่ฉีกขาด 

4 
4 
6 
8 

11 
13 
16 

 
17 
18 
18 
19 
19 
32 
33 
36 

   
39 
42 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพท่ี  หน้า 
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โอโอไซต์ที่ย้อมด้วย Lectin PSAที่ติดฉลากด้วย Fluorescein Avidin D 
โอโอไซต์ที่ย้อมด้วย Lectin PSAที่ติดฉลากด้วย Fluorescein Avidin D 
โอโอไซต์ที่ย้อมด้วย Lectin sWGA ที่ติดฉลากด้วย Fluorescein Avidin D 
โอโอไซต์ที่ย้อมด้วย Lectin sWGA ที่ติดฉลากด้วย Rhodamine Avidin D 
โอโอไซต์ที่ย้อมด้วย Lectin ECL ที่ติดฉลากด้วย Fluorescein Avidin D 
โอโอไซต์ที่ย้อมด้วย Lectin ECL ที่ติดฉลากด้วย Rhodamine Avidin D 
โอโอไซต์ที่ย้อมด้วย Lectin GSL II ที่ติดฉลากด้วย Fluorescein Avidin D 
โอโอไซต์ ที่ย้อมด้วย Lectin GSL II ที่ติดฉลากด้วย Rhodamine Avidin D 
โอโอไซต์ ที่ย้อมด้วย Lectin LEL ที่ติดฉลากด้วย Fluorescein Avidin D 
โอโอไซต์ ที่ย้อมด้วย Lectin LEL ที่ติดฉลากด้วย Fluorescein Avidin D 
โอโอไซต์ ที่ย้อมด้วย Lectin VVA ที่ติดฉลากด้วย Fluorescein Avidin D 
โอโอไซต์ ที่ย้อมด้วย Lectin VVL ที่ติดฉลากด้วย Rhodamine Avidin D 
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ค่าอธิบายสัญลักษณ์และค่าย่อ 
 

 
 
 

ตัวย่อ  ค่าอธิบาย 
H&E = Hematoxylin and Eosin 
COCs = Cumulus Oocyte Complexes 

ZP = Zona Pellucida 
cm = Centimeter 
o C = Degree celsius 
L = Liter 
µg = Microgram 
µl = microliter 
ml = milliliter 

mm = millimeter 
M = Molar 

min = minute 
UV = ultraviolet 
SSV = Solid surface vitrification 
EM = Electron microscope 
OPS = open pulled straw 
CLV = cryoloop vitrification 
LH = Lutinizing hormone 

GnRH = gonadrotropin releasing hormone 
FSH = Follicle stimulating hormone 
EG = Ethylene glycol 
PI = Popidium iodide 
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ผลของการเก็บรักษาโอโอไซต์ของสุนัขภายใต้อุณหภูมิที่ต่่ากว่าจุดเยือกแข็งที่มีต่อ
ลักษณะทางจุลกายวิภาคศาสตร์ของ cumulus-oocyte complexes 

 

Effect of Cryopreservation of Canine Oocyte on Histological characteristics of the 
Cumulus-oocyte complexes 

 

ค่าน่า 
 
ในปัจจุบันมีการน่าเทคโนโลยีทางชีวภาพเข้ามาใช้แก้ปัญหาในเร่ืองระบบสืบพันธุ์ในสัตว์

ในด้านการเก็บรักษาพันธุกรรมของสัตว์ที่มีความส่าคัญทางเศรษฐกิจ หรือสัตว์ที่ใกล้จะสูญพันธุ์ 
ได้แก่การท่าธนาคารเอมบริโอ (embryo banking) ธนาคารอสุจิ (sperm bank) ธนาคารโอโอไซต์ 
(oocyte bank) ท่าให้สามารถเก็บและขนส่งเอมบริโอ อสุจิ และโอโอไซต์จากที่แห่งหนึ่งไปยังอีก
แห่งหนึ่งได้ และยังมีประโยชน์เชิงพาณิชย์ในรูปเอมบริโอ อสุจิ และ โอโอไซต์แช่แข็ง ซึ่งน่าไปสู่
การปรับปรุงพันธุกรรมและเพาะพันธุ์สัตว์ให้ดียิ่งขึ้น 
 
 งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาเพื่อตรวจสอบโครงสร้างของโอโอไซต์ที่แยกได้จากรังไข่ในรูป
ของ cumulus-oocyte complex ภายหลังการเก็บรักษาภายใต้อุณหภูมิที่ต่่ากว่าจุดเยือกแข็งด้วยวิธี
วิทริฟิเกชั่น (Vitrification) เพื่อน่ามาท่าการปรับปรุงวิธีการในการเก็บรักษาให้มีประสิทธิภาพดี
ยิ่งขึ้น ปัจจุบันได้มีการน่าวิธีวิทริฟิเกชั่นมาใช้ในการเก็บรักษาโอโอไซต์ของสัตว์เลี้ยงหลายชนิด
เนื่องจากเป็นวิธีที่สามารถใช้อุปกรณ์ได้หลากหลายได้แก่ electron microscope (EM) grid, open 
pulled straw (OPS), cryoloop และ solid surface vitrification  
 

ปัญหาส่าคัญของการใช้วิธีวิทริฟิเกชั่นเพื่อการเก็บรักษาโอโอไซต์คือการได้อัตราการรอด
ชีวิตต่่าและโครงสร้างของโอโอไซต์ถูกท่าลาย ปัจจัยที่มีผลต่ออัตราความส่าเร็จในการเก็บรักษาโอ
โอไซต์โดยวิธีวิทริฟิเกชั่น ได้แก่ ชนิดและความเข้มข้นของสารป้องกันการแช่แข็ง อัตราการลด
อุณหภูมิอย่างรวดเร็ว อุปกรณ์ที่ใช้ในการลดอุณหภูมิ  ดังนั้นความเสียหายที่เกิดขึ้นแก่โครงสร้าง
ของโอโอไซต์จึงเป็นตัวชี้วัดคุณภาพของโอโอไซต์ ดั้งนั้นการศึกษาในคร้ังนี้ท่าเพื่อเป็นการ
ตรวจสอบถึงโครงสร้างของโอโอไซต์ เพื่อน่าไปปรับปรุงแก้ไขให้มีประสิทธิภาพที่ดีขึ้นส่าหรับ
วิธีการเก็บรักษาโอโอไซต์ต่อไปได้ 
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วัตถุประสงค ์

 
เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางจุลกายวิภาคศาสตร์ของ cumulus-oocyte complexes 

ของสุนัขภายหลังการเก็บรักษาโอโอไซต์ภายใต้อุณหภูมิต่่าด้วยวิธีวิทริฟิเกชั่น (vitrification) 
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การตรวจเอกสาร 

 
กายวิภาคของระบบสืบพันธุ์ของสุนัขเพศเมีย 

 
กายวิภาคของระบบสืบพันธุ์เพศเมียในสุนัขประกอบด้วย รังไข่ (ovary) 2 ข้าง รูปร่างของ

รังไข่มีลักษณะรีแบน ขนาดกว้างประมาณ 2 เซ็นติเมตร อยู่ภายใน ovarian bursa รังไข่ในตัวอ่อนมี
หน้าที่ผลิตไข่ (oocyte) ซึ่งมีประมาณ 7 แสนฟอง เมื่อสุนัขเข้าสู่ระยะโตเต็มที่จ่านวนไข่จะลดลง
เหลือประมาณ 2 แสน 5 หมื่นฟอง ในสุนัขอายุ 5 ปี จ่านวนไข่จะลดลงเหลือประมาณ 3 หมื่นฟอง
เมื่ออายุ 10 ปี จะลดลงเหลือประมาณไม่กี่ร้อยฟอง (เกษกนก, 2548; Cupps, 1987) 

 
รังไข่แต่ละข้างจะต่อกับท่อน่าไข่ (oviduct หรือ fallopian หรือ uterine tubes) ซึ่งเป็นท่อ

ยาวประมาณ 4-7 เซนติเมตร กว้าง 1-3 มิลลิเมตร อีกด้านหนึ่งของท่อน่าไข่จะต่อกับปีกมดลูก ปีก
มดลูกมีลักษณะเป็นท่อยาวประมาณ 4-10 เซ็นติเมตร และมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 1-2 
เซ็นติเมตร เพราะเป็นที่ฝังตัวและเจริญเติบโตของตัวอ่อน ขนาดของปีกมดลูกแตกต่างกันไปใน
สุนัขแต่ละตัวและแต่ละช่วงอายุ จ่านวนคร้ังของการตั้งท้อง และช่วงระยะของการเป็นสัด และ
ขนาดเล็กลงเมื่ออยู่ในระยะที่ไม่ได้เป็นสัด ปีกมดลูกทั้งสองข้างจะต่อกับตัวมดลูก (body of uterus) 
ตัวมดลูกมีขนาดค่อนข้างสั้นและต่อกับปากมดลูก (Cervix) มีลักษณะเป็นท่อ ปากมดลูกจะอยู่
ระหว่างตัวมดลูก (body of uterus) กับช่องคลอด (Vagina) ซึ่งมีลักษณะเป็นท่อยาว ผนังบางมี
ลักษณะเป็นหลืบ (Fold) ส่วนปลายของช่องคลอดจะต่อกับช่องเปิดของอวัยวะเพศภายนอก 
(Vestibule และ Vulva) (เกษกนก, 2548; Concannon, 1991 ) (ภาพที่ 1) 
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ภาพท่ี 1  แสดงโครงสร้างทางกายวิภาคศาสตร์ของมดลูกสุนัขเพศเมีย 
 

  
 

ภาพท่ี 2  ภาพแสดงรังไข่ของสุนัขในระยะโปรเฟส 
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การเจริญของโอโอไซต์ (Oogenesis) 
 

การแบ่งเซลล์แบบไมโอซีสของโอโอไซต์ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม จะเกิดขึ้นในช่วงที่ยังเป็น 
ฟีตัส และจะหยุดการแบ่งเซลล์คร้ังแรกภายหลังคลอดที่ระยะโปรเฟสวัน เรียกว่า first meiotic 
arrest หรือ ระยะพักที่ 1 หลังจากนั้นจะเร่ิมมีการแบ่งเซลล์อีกคร้ังก่อนหน้าที่มีการตกไข่ โดยอาศัย
อิทธิพลของฮอร์โมนโกนาโดโทรปิน และเมื่อโอโอไซต์เจริญถึงระยะเมทาเฟสทูและเกิดการตกไข่
โอโอไซต์จะเข้าสู่ระยะหยุดการแบ่งเซลล์คร้ังที่สอง เรียกว่า second meiotic arrest  
 

โอโอไซต์ของสุนัขแตกต่างจากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมอ่ืนๆ โอโอไซต์ที่เกิดจากการตกไข่ 
เป็น primary oocyte ซึ่งการตกไข่เกิดที่ประมาณ 24-72 ชั่วโมงภายหลังมีระดับฮอร์โมน luteinizing 
hormone (LH)ในกระแสเลือดสูงสุด ( LH peak) primary oocyte ใช้เวลาประมาณ 48-72 ชั่วโมง ใน
การเจริญเป็น secondary oocyte ซึ่งเป็นระยะที่พร้อมจะผสมกับตัวอสุจิ ซึ่งนานกว่าสัตว์เลี้ยงลูกด้วย
นมชนิดอ่ืนถึง 12-36 ชั่วโมง ในการปฏิสนธิภายนอกร่างกายสุนัข โอโอไซต์ที่เก็บได้จากรังไข่จะ
เป็นชนิดที่ยังไม่พร้อมปฏิสนธิ ซึ่งเป็น primary oocyte โดยโอโอไซต์เหล่านี้ต้องใช้เวลาการ
เพาะเลี้ยงนาน 48-72 ชั่วโมงในการเกิดสภาวะพร้อมปฏิสนธิ (In vitro maturation) เช่นเดียวกับโอ
โอไซต์ที่โตในฟอลลิเคิลขณะอยู่ที่รังไข่ ซึ่งจะพบจ่านวนโอโอไซต์โดยเฉลี่ย 15-20 เปอร์เซ็นต์
เท่านั้นที่จะเจริญถึงขั้นปฏิสนธิ หรือ เมทาเฟสทู ท่าให้ในปัจจุบันยังไม่มีรายงานถึงความส่าเร็จของ
ลูกสุนัขที่เกิดจากตัวอ่อนที่ผลิตขึ้นในห้องปฏิบัติการ  
 

การพัฒนาของเซลล์ไข่ในตัวอ่อนเร่ิมจาก primordial germ cell (PGC) เคลื่อนที่จากผนัง
ของ yolk sac มายังบริเวณที่จะเจริญเป็นรังไข่ ต่อจากนั้น PGC จะมีการแบ่งเซลล์แบบ mitosis เพื่อ
เพิ่มจ่านวนขึ้นพร้อมกับเปลี่ยนแปลงไปเป็น oogonia oogonia บางส่วนพัฒนาไปเป็น primary 
oocyte ที่มีขนาดของเซลล์ใหญ่ขึ้น และ oogonia บางส่วนที่เหลือยังคงแบ่งเซลล์แบบ mitosis เพิ่ม
จ่านวนต่อไปเร่ือยๆ และจะมีการสลายไปและจะเหลือเพียงเซลล์บริเวณผิวๆ ของรังไข่เท่านั้น 
ต่อมามีการสร้าง ovarian follicle เกิดจากการที่ epithelium ที่เรียกว่า follicular cell (granulose cell) 
เข้ามาล้อมรอบ primary oocyte สร้างเป็น primordial follicle ซึ่งประกอบด้วย follicular cell รูปร่าง
แบน(squamous cell) ล้อมรอบ primary oocyte 
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primary oocyte ทุกเซลล์ที่เหลืออยู่จะเข้าสู่ระยะโปรเฟสของ meiosis I ทันที แต่ยังคงค้าง
อยู่ในระยะ diplotene ซึ่งเป็นระยะสุดท้ายของโปรเฟสก่อนเข้าสู่เมทาเฟส โดยพักค้างอยู่ในระยะนี้
ต่อไปจนถึงเมื่อสัตว์เข้าสู่ระยะโตเต็มวัย ในรังไข่ของสุนัขเพศเมียแรกเกิดจึงประกอบด้วย primary 
oocyte ซึ่ง อยู่ในระยะ diplotene ของโปรเฟส วัน เชื่อว่า follicular cell สร้างสาร oocyte maturation 
inhibitor (OMI) มายับยั้งการเจริญของ primary oocyte ไว้ เมื่อถึงระยะวัยเจริญพันธุ์ primary oocyte 
ในระยะ diplotene ที่จะพร้อมเข้าสู่การเจริญเต็มขั้นเมื่อตกไข่ จะเกิดการแบ่งเซลล์ต่อไปโดยเข้าสู่
ระยะเมทาเฟสไปจนเสร็จสิ้น meiosis I ได้เป็น secondary oocyte กับ first polar body  เมื่อมีอสุจิเข้า
มาปฏิสนธิ จากนั้น secondary oocyte แบ่งเซลล์ต่อไปจนสิ้นสุดระยะ meiosis II ได้เป็น mature 
oocyte กับ second polar body  การพัฒนาของโอโอไซต์จาก primary oocyte จนถึงขั้นที่สามารถ
เกิดการปฏิสนธิได้นี้ ใช้เวลาอย่างน้อย 4 วัน หลังการเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วของฮอร์โมน LH 
(Songsasen and Wildt, 2007) (ภาพที่ 3) 

 

 
 

ภาพท่ี 3  กระบวนการเจริญของโอโอไซต์ (Oogenesis) ในสุนัข  
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การพัฒนาของฟอลลิเคิล (Ovarian folliculogenesis) 
 

การเจริญเติบโตของฟอลลิเคิลสามารถพบได้คร้ังแรกในรังไข่ของตัวอ่อนสุนัขอายุ 42 วัน 
ฟอลลิเคิลของสุนัขสามารถแบ่งได้เป็น 5 ระยะ ตามขนาด รูปร่าง ชั้นและลักษณะของ follicular 
cell และปริมาณ liquor folliculi (Songsasen and Wildt, 2007) 

 
primordial follicle มีขนาดประมาณ 0.04-0.05 มิลลิเมตร ประกอบด้วย primary oocyte หุ้ม

ด้วย follicular cell ที่มีลักษณะแบน เป็น simple squamous epithelium ล้อมรอบเพียงชั้นเดียว 
primary oocyte มีรูปร่างกลมไม่มี zona pellucida ฟอลลิเคิลระยะนี้จะคงอยู่จนกระทั่งสัตว์เข้าสู่วัย
เจริญพันธุ์  เมื่อสัตว์เข้าสู่ในระยะโปรเอสตรัสมีการผลิตฮอร์โมน follicle stimulating hormone 
(FSH) จากต่อมใต้สมองส่วนหน้า ท่าให้ primodial follicle พัฒนาไปเป็น primary follicle มีขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลางระหว่าง 0.05-0.08 มิลลิเมตร มีลักษณะที่ประกอบด้วย follicular cell ซึ่งเป็น
เซลล์รูปลูกบาศก์ เพียงชั้นเดียว (simple cuboidal ) ล้อมรอบ primary oocyte ที่มีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางประมาณ 25 ไมโครเมตร และเมื่อ follicular cell เพิ่มจ่านวนโดยการแบ่งตัวแบบ mitosis 
เพิ่มล้อมรอบ primary oocyte หลายๆชั้น primary follicle จะพัฒนาไปเป็น secondary follicle ที่มี
ลักษณะของฟอลลิเคิลขนาดใหญ่กว่าเดิมมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 0.148-0.211 มิลลิเมตร 
follicular cell มีขนาดใหญ่ขึ้นและมีจ่านวนมากขึ้น มีการสร้างสารพวกไกลโคโปรตีนเรียกว่า ZP 
มาล้อมรอบเยื่อหุ้มเซลล์ของโอโอไซต์ และมีการสร้าง follicular fluid (liquor folliculi) ออกมาอยู่
ในช่องว่างระหว่างเซลล์ซึ่งในที่สุดจะรวมกันเป็นช่องขนาดใหญ่เรียกว่า antrum ในการพัฒนาของ
ฟอลลิเคิลระยะนี้ ยังพบว่าโอโอไซต์เจริญมากขึ้นโดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 78±15 
ไมโครเมตร secondary follicle พัฒนาไปเป็น tertiary follicle  ที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 
0.35-0.36 มิลลิเมตร มีลักษณะส่าคัญคือ จะมีช่องน้่า antrum ขนาดใหญ่ซึ่งจะดันโอโอไซต์ไปอยู่
ด้านใดด้านหนึ่งของฟอลลิเคิลและช่องน้่าถูกล้อมรอบด้วยชั้นของ granulosa cell  เรียกว่า 
membrane granulosa โอโอไซต์มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางมากกว่า 100 ไมโครเมตร ถูกล้อมรอบ
ด้วยชั้นของ granulosa cell เรียกว่า cumulus oophorus  ชั้นของ granulosa cell ที่ชิดกับ zona 
pellucida เรียกว่า corona radiata ระยะฟอลลิเคิลเจริญเต็มที่เรียกว่า graafian follicle (mature 
follicle) เป็นฟอลลิเคิลมีขนาดใหญ่ขึ้นมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางระหว่าง 2-13 มิลลิเมตร อยู่บริเวณ
ผิวรังไข่ ช่องว่างที่อยู่ภายในฟอลลิเคิลมีขนาดใหญ่ขึ้น ดังภาพที่ 4 (Songsasen and Wildt, 2007) 
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ภาพท่ี 4  การพัฒนาของฟอลลิเคิล 
 
ท่ีมา: Bopp and Seifer.(2008) 
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การตกไข่และกระบวนการควบคุมการตกไข่ 
 

วงรอบการเป็นสัดของสุนัข (Estrous cycle) 
 

สุนัขเพศเมียเร่ิมสมบูรณ์พันธุ์เมื่ออายุอยู่ในช่วงประมาณ 8-24 เดือนขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของ
สุนัข จะแสดงอาการเป็นสัดปีละ 2 คร้ัง หรือประมาณ 6 เดือนต่อคร้ัง วงรอบการเป็นสัดในสุนัขถูก
ควบคุมด้วยฮอร์โมนที่ผลิตจากสมองส่วนไฮโปทาลามัส (hypothalamus) และต่อมใต้สมองส่วน
หน้า (anterior pituitary gland) 

 
วงรอบการเป็นสัดในสุนัขจะแบ่งออกเป็น 4 ระยะดังนี้ 

 
ระยะที่ 1 ระยะก่อนช่วงการยอมรับการผสม (Proestrus) 

 
ระยะโปรเอสตรัส เป็นระยะที่มีการเจริญของฟอลลิเคิลในรังไข่ ระยะนี้กินเวลา 6-11 วัน 

เฉลี่ยประมาณ 9 วัน ระยะนี้เร่ิมจากการที่ฮอร์โมนโกนาโดโทรปิน (gonadrotropin releasing 
hormone, GnRH) หลั่งจากไฮโปทาลามัส GnRH ถูกหลั่งออกมาในลักษณะเป็นจังหวะค่อนข้างถี่ 
(pulse frequency) และจะถูกส่งไปยังต่อมใต้สมองส่วนหน้าและกระตุ้นให้ต่อมใต้สมองส่วนหน้า
หลั่ง FSH FSH จะมีผลท่าให้มีการเจริญของฟอลลิเคิล และกระตุ้นให้ granulosa cell ผลิตฮอร์โมน
เอสโตรเจนออกมา ซึ่งฮอร์โมนเอสโตรเจนมีบทบาทท่าให้มีการเปลี่ยนแปลงขนาดของอวัยวะเพศ
และที่ผนังมดลูก ท่าให้สุนัขแสดงอาการเป็นสัด โดยพบอวัยวะเพศบวมแดงขยายใหญ่ มีสิ่งคัดหลั่ง
จากช่องคลอดปนเลือด (sanguineous vaginal discharge) ระดับของฮอร์โมนเอสโตรเจนในกระแส
เลือดจะอยู่ในช่วงประมาณ 24-44 พิโคกรัม/มิลลิลิตร หลังจากนั้นระดับฮอร์โมนเอสโตรเจนจะ
สูงขึ้นอย่างรวดเร็วจนถึงระดับสูงสุดในช่วง 1-2 วัน ฮอร์โมนนี้อาจสูงถึง 60-70 พิโคกรัมต่อ
มิลลิลิตร ก่อนหมดระยะโปรเอสตรัส  

 
หลังจากผ่านคร่ึงแรกของระยะโปรเอสตัสไปแล้ว ก่อนที่จะเกิดการเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็ว

ของฮอร์โมน LH พบว่าฟอลลิเคิลที่ก่าลังเจริญเติบโตเกิด luteinization ไปบางส่วน ดังนั้นในช่วง
เร่ิมแรกของการเป็นสัดจะพบระดับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนสูงขึ้น  
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ระยะที่ 2 ระยะที่ยอมรับการผสม (Estrus) 
 

ระยะเอสตรัส เป็นระยะที่สุนัขเพศเมียแสดงพฤติกรรมตอบสนองต่อเพศตรงข้าม ระยะ 
เอสตรัสในสุนัขมีระยะเวลา 9 วัน มีการเจริญของฟอลลิเคิลสมบูรณ์แล้ว ฮอร์โมนเอสโตรเจนที่เพิ่ม
สูงขึ้นนี้ไปส่งผลย้อนกลับ (positive feedback) ท่าให้สมองส่วนไฮโปทาลามัสหลั่งฮอร์โมน GnRH 
ออกมาและไปมีผลต่อต่อมใต้สมองส่วนหน้าให้หลั่ง FSH และ LH ออกมาพฤติกรรมของสุนัขใน
ระยะเอสตรัส เกิดจากการลดลงของระดับฮอร์โมนเอสโตรเจน และการเพิ่มขึ้นของระดับฮอร์โมน
โปรเจสเตอโรนในกระแสเลือด ซึ่งการเปลี่ยนแปลงระดับของฮอร์โมนทั้งสองชนิดนี้เกิดในช่วง
เร่ิมต้นของระยะเอสตรัส เป็นเวลา 1-2 วัน เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงสัดส่วนของฮอร์โมนเอสโตรเจน
ต่อฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนอย่างรวดเร็วจะท่าให้ระดับฮอร์โมน LH เพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วในช่วง
สุดท้ายของระยะโปรเอสตรัส ก่อนเข้าสู่ระยะเอสตรัส จนถึงเพิ่มสูงสุดที่ระดับ 7-50 นาโนกรัมต่อ
มิลลิลิตรก่อนการเป็นสัด 1 วัน เมื่อระดับฮอร์โมน LH เพิ่มขึ้นที่ระดับสูงสุด เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จะ
กระตุ้นให้มีการตกไข่ (Kustritz, 2001) ไข่ที่ตกออกมาอยู่ในระยะ primary oocyte ในช่วงก่อนการ
ตกไข่จะอยู่ในช่วง 180-749 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร จะท่าให้เกิดการสร้างฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน
ขึ้นในช่วง 1-3 วันแรกคงอยู่ในระดับต่่า (น้อยกว่า 0.5 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) ในช่วงสุดท้ายของ
ระยะโปรเอสตรัส ก่าลังเข้าสู่ระยะเอสตรัส ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนค่อยๆเพิ่มสูงขึ้นเป็น 1 นาโน
กรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนที่เพิ่มขึ้นมานี้เป็นผลมาจากการเปลี่ยนแปลงของ 
granulosa cell ที่ผนังฟอลลิเคิลไปเป็น luteal cell เมื่อถึงช่วงของการตกไข่ ฮอร์โมนโปรเจสเตอ
โรนเพิ่มขึ้นเป็น 3-8 นาโนกรัม/มิลลิลิตร ภายหลังการตกไข่ระดับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนจะขึ้นสู่
ระดับสูงสุดที่ประมาณ 15-18 นาโนกรัม/มิลลิลิตร 
 

ระยะที่ 3 ระยะภายหลังการยอมรับการผสม (Diestrus) 
 

ระยะไดเอสตรัส เป็นระยะที่มีการเจริญของ corpus luteum ประกอบด้วยเซลล์ 2 ชนิดคือ 
large luteal cell พัฒนาจาก granulosa cell ในชั้น membrane granulosa และ small luteal cell พัฒนา
จาก theca interna (สมชัย, 2425) ทั้งหมดนี้เกิดขึ้นภายหลังการตกไข่ประมาณ 6 วัน ระยะนี้สุนัขจะ
ไม่ยอมรับการผสมจากสุนัขเพศผู้ อวัยวะเพศภายนอกมีลักษณะปกติไม่พบอาการบวมแดง ไม่มีสิ่ง
คัดหลั่งออกมาจากช่องคลอด ระดับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนในกระแสเลือดจะค่อยๆเพิ่มสูงขึ้น 
ระยะไดเอสตรัสคงอยู่เป็นเวลา 1-2 เดือนในสุนัขที่ไม่ตั้งท้อง ภายหลังการตกไข่ luteal cell จะผลิต
ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน ซึ่งเป็นฮอร์โมนที่จะช่วยควบคุมการตั้งท้องในกรณีที่สัตว์ผสมติด โดยที่
ระดับของฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนในกระแสเลือดอยู่ที่ประมาณ 15-18 นาโนกรัม/มิลลิเมตร ตลอด
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ระยะเวลาการตั้งท้องจนถึงช่วงใกล้คลอด ส่าหรับสุนัขมีลักษณะพิเศษคือ สุนัขจะตั้งท้องหรือไม่ก็
ตามระดับของฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนจะสูงตลอดในช่วงระยะไดเอสตรัส (เกษกนก, 2548; 
Concannon, 1991 ) 
 

ระยะที่ 4 ระยะพัก (Anestrus) 
 

ระยะแอนเอสตรัส เป็นช่วงเวลาที่ corpus luteum สลายเป็นระยะที่เร่ิมการพัฒนาของฟอลลิ
เคิลชุดใหม่ ช่วงท้ายของระยะนี้จะเร่ิมพบฮอร์โมน FSH ในกระแสเลือดโดยอยู่ในระดับพื้นฐาน
เฉลี่ยประมาณ 240-296 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนระดับฮอร์โมน LH ในกระแสเลือด จะอยู่
ในช่วงประมาณ 21-156 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนระดับของฮอร์โมนเอสโตรเจนก่อนเข้าสู่ระยะ
โปรเอสตรัส มีค่าระหว่าง 8-9 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร ระยะพักจะกินเวลาสั้นหรือยาวขึ้นอยู่กับ
เฉพาะตัวของสุนัขนั้นๆ หรือขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ โดยเฉลี่ยจะกินเวลาประมาณ 4-5 เดือน (เกษกนก, 
2548; พีรศักดิ์, 2549; Concannon, 1991) 

 
โครงสร้างของ cumulus-oocyte complexes (COCs) 
 

เมื่อไข่ตกลงสู่ท่อน่าไข่ ไข่ที่พบมีลักษณะเป็น  Cumulus-oocyte complexes ซึ่ง
ประกอบด้วยโอโอไซต์ ที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางใหญ่กว่า 100 ไมโครเมตร และมีนิวเคลียสอยู่
บริเวณกลางเซลล์ ภายในไซโตพลาสซึมมองเห็นลักษณะของ lipid yolk droplets ที่มองเห็นเป็นสี
ด่า และบริเวณรอบโอโอไซต์พบว่ามี zona pellucida ล้อมรอบเห็นเป็นลักษณะวาวใสมีขนาดหนา
ประมาณ 6-10 ไมโครเมตร และถูกล้อมรอบด้วย cumulus cell ที่มีมากกว่า 2 ชั้นขึ้นไป ดังภาพที่ 5 
(Haenisch-Woehl et al., 2003; Rodrigues et al., 2009) 

 

 
 

ภาพท่ี 5  โครงสร้างของ Cumulus-oocyte complexes 
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Zona pellucid 
 
Zona pellucida เป็นเยื่อไกลโคโปรตีนที่หุ้มโอโอไซต์ช่วงที่ก่าลังเจริญ และในระยะตกไข่ 

(ovulated oocyte) รวมทั้งตัวอ่อนในระยะแรก (early embryo) (Yanagimachi, 1994) โครงสร้างนี้มี
ความส่าคัญในการปฏิสนธิและช่วยป้องกันโอโอไซต์และตัวอ่อนในระยะแรก (Wassarman et al, 
1999) Zona pellucida ประกอบด้วยเยื่อหุ้ม 2 ชั้น ชั้นนอกมีลักษณะเป็นร่างแหคล้ายฟองน้่า 
(fenestrated spongelike structure) ชั้นในมีลักษณะเป็นเม็ดละเอียด (fine granular appearance) 
(Yanagimachi, 1994) Zona pellucida ถูกสังเคราะห์จาก granulosa cells จากกระบวนการสร้างฟอล
ลิเคิลอย่างชัดเจนในระยะ secondary follicle (Songsasen and Wildt, 2007) 

 
จากการศึกษาในหนูเมาส์ zona pellucida ประกอบด้วยไกลโคโปรตีน 3 ชนิด คือ ZP1, ZP2 

และ ZP3 ซึ่งโครงสร้างเหล่านี้พบได้ในโอโอไซต์ที่พร้อมปฏิสนธิ โปรตีนทั้ง 3 ชนิดนี้จะมีหน้าที่
แตกต่างกันไป ZP3 จะเป็น receptor หลักที่จับกับ SED-1 บนส่วนหัวของอสุจิ และสร้างสัญญาณที่
จะเหนี่ยวน่าให้เกิดปฏิกิริยาอะโครโซม (Kupker et al., 1998) นอกจากนี้หมู่น้่าตาลบน ZP3 ยังจับ
กับ beta-1 galactosyltransferase บนผิวของอะโครโซม ZP2 เป็น receptor ตัวที่สองที่จับกับอสุจิ
เพื่อให้การจับกันระหว่างไข่และอสุจิมั่นคงขึ้น ZP1 มีบทบาทในการควบคุมการจับกับอสุจิโดยท่า
หน้าที่ร่วมกับ ZP2 (Jovine et al., 2005) 

 
จากการศึกษาทางจุลกายวิภาคศาสตร์ของ Zona pellucida ในรังไข่ของสุนัขด้วย Lectin 

histochemistry พบมีหมู่น้่าตาลของกลุ่ม β-D-galactose (1,4)N-acetylgalactosamine (β-gal(1,4) 
glcNac) และ β-D-galactose (1,3)N-acetylgalactosamine (β-gal(1,3) GalNac) อยู่บนผิวของ Zona 
pellucida จากการจับของ Lectin ในกลุ่ม Succinylated-wheat germ agglutinin (s-WGA), 
Lycopersicon esculentum lectin (LEL), Solanum tuberosum lectin (STL), Griffonia simplicifolia 
lectin-II (GSL-II และ Erythrina cristagalli lectin (ECL) (Blackmore et al, 2004) การมีหมู่น้่าตาล
เหล่านี้บนโมเลกุลของ ZP มีความสัมพันธ์ต่อการท่าหน้าที่ของ ZP protein โดยหมู่น้่าตาลจะมี
หน้าที่เป็น receptor จากการศึกษาโอโอไซต์ของหนูพบว่า O-linked oligosaccharides ที่พบบน ZP3 
จะท่าหน้าที่จับกับ ZP3 receptor บนอะโครโซม ท่าให้เกิดการจับกันขั้นต้นของโอโอไซต์กับอสุจิ
ขึ้นซึ่งจะเหนี่ยวน่าให้เกิดปฏิกิริยาอะโครโซม (acrosomal reaction) ขึ้น(Wassarman et al,. 2001) 
กลุ่มของน้่าตาลเกาะอยู่ที่ปลายของสาย oligosaccharides เช่น GalNAc และ α- and β-Gal จะเป็น
ตัวที่ท่าให้เกิดความจ่าเพาะในการจับกันระหว่างโอโอไซต์กับอสุจิในแต่ละสปีชีส์  (Parillo et al., 
2000) ดังนั้นหมู่น้่าตาลที่พบใน ZP ของสัตว์แต่ละชนิดจึงมีความแตกต่างกัน ในหนูเมาส์พบ α-

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Galactose&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=N-Acetylgalactosamine&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Galactose&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=N-Acetylgalactosamine&action=edit&redlink=1
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galactosyl (Dean, 2002) ในหนูแรทพบ L-fucose, D-mannose และ methyl-mannoside (Shalgi et 
al., 1986) และในสุนัขพบ β-Gal (1,4)glcNac และ β-Gal (1,3)galNac (Blackmore et al., 2004) 
ZP มีหน้าที่ที่ส่าคัญหลายอย่างแก่โอโอไซต์ เป็นสิ่งที่เหนี่ยวน่าท่าหน้าที่ในการส่งสัญญาณให้กับ
อสุจิเข้ามา ในการเกิดกระบวนการปฏิสนธิ ป้องกันการเกิด polyspermy และยังเป็นโครงสร้างที่ท่า
หน้าที่ป้องกันตัวอ่อน ความเสียหายที่เกิดขึ้นแก่ ZP จึงเป็นตัวชี้วัดคุณภาพของโอโอไซต์โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งความสามารถในการรับการปฏิสนธิ (Neeta and Suneeta, 2009) 
 
หมู่น ่าตาลที่เป็นองค์ประกอบของ Cumulus-Oocyte complexes ในสุนัข 
 

เยื่อหุ้มโอโอไซต์ (Oolemma) ประกอบด้วยหมู่น้่าตาล β-galactose(1,3) N-
acetylgalactosamine และ N-acetylgalactosamine  

 
Zona pellucida ประกอบด้วยหมู่น้่าตาล α-Mannose, N-acetylglucosamine, α- and β-N-

acetylglucosamine, β-D-galactose(1,4) N-acetylgalactosamine, β-galactose(1,3) N-
acetylgalactosamine และ N-acetylgalactosamine  

 
Cumullus cell ประกอบด้วยหมู่น้่าตาล α-Mannose, N-acetylglucosamine, α- and β-N-

acetylglucosamine และ β-D-galactose(1,4) N-acetylgalactosamine (ภาพที่ 6) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 6  หมู่น้่าตาลที่เป็นองค์ประกอบของ Cumulus-Oocyte complexes ในสุนัข 

เยื่อหุ้มโอโอไซต์ (Oolemma) 

Zona pellucida 

Cumulus cell 
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Cumulus cell 
 
Cumulus cell มีบทบาทหน้าที่ตอบสนองต่อฮอร์โมนโกนาโดโทรปินที่หลั่งออกมาท่าให้ 

ผลิต hyaluronic acid ออกมาสู่ช่องว่างระหว่างเซลล์ และรวมตัวกับ glycosaminoglycans ให้เกิด
การเสถียรและสามารถต้านทานการย่อยของเอนไซม์ hyaluronidase เรียกกระบวนการเกิดนี้ว่า 
cumulus expansion (Ball et al., 1992; Mattioli, 1994) กลุ่มเซลล์นี้มีหน้าที่ในการค้่าจุนโอโอไซต์
ให้เกิดขบวนการเจริญเติบโต และมีบทบาทในการน่าสารอาหารจากภายนอก COCsไปสู่โอโอไซต์ 
รวมถึงท่าหน้าที่ควบคุม COCs ให้เดินทางไปสู่ท่อน่าไข่ โดยจะมีการสร้างสาร extracellular 
cumulus matrix ออกมาเพื่อลดแรงเสียดทานระหว่าง COCs กับ cilia ของท่อน่าไข่ท่าให้ COCs เข้า
ไปสู่ท่อน่าไข่ได้เร็วขึ้น (Mahi-Brown and Yanagimachi, 1933; Lam et al., 2000) นอกจากนี้ 
cumulus cell ยังมีส่วนส่าคัญในการพัฒนาของโอโอไซต์โดยกระตุ้นขบวนการแบ่งเซลล์แบบ 
meiosis และ cytoplasmic maturation (Hurtt et al., 2000) cumulus cell มีบทบาทในการปฏิสนธิ คือ
จะมีการหลั่งสารออกมาเพื่อส่งสัญญาณดึงดูดอสุจิให้เข้ามาล้อมรอบ COCs และสร้างสภาวะ
แวดล้อมเพื่อช่วยท่าให้เกิด sperm capacitation, acrosome reaction และ penetration (Tesarik, 1996)  
 

cumulus cell สื่อสารกันระหว่างแต่ละเซลล์และโอโอไซต์โดยผ่านทาง gap junction gap 
junction พบที่บริเวณส่วนที่ติดกับ oolemma โดยทะลุผ่าน ZP gap junction นี้เป็นช่องทางที่ใช้
ส่าหรับเป็นที่ส่งผ่าน ions และ สารที่มีโมเลกุลเล็กระหว่างเซลล์ (Moor et al., 1980; Eppig, 1992; 
Furger et al., 1996)  
 
การเก็บรักษาโอโอไซต์โดยการแช่แข็ง (Oocyte cryopreservation) 
 

การเก็บรักษาโอโอไซต์โดยการแช่แข็งเป็นการเก็บรักษาโอโอไซต์ภายใต้สภาพอุณหภูมิ -
196°C ในไนโตรเจนเหลว โดยยังคงความมีชีวิตของเซลล์ไว้ (Jain and Paulson, 2006) การแช่แข็ง
โอโอไซต์มีความส่าคัญต่อการเก็บรักษาโอโอไซต์ของสัตว์ที่มีพันธุกรรมดี ช่วยอนุรักษ์พันธุกรรม
ของสัตว์ที่ใกล้จะสูญพันธุ์ และมีประโยชน์ในการเพิ่มประสิทธิภาพการสืบพันธุ์ของมนุษย์  และ
สัตว์ต่อไป  
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ข้อดีของการแช่แข็งเซลล์สืบพันธุ์จะท่าให้เซลล์คงยังมีชีวิตรอดได้นานถึงหลายร้อย หรือ 
หลายพันปีได้ (Mazur, 1980) ข้อเสียของการแช่แข็งเซลล์สืบพันธุ์ คืออาจส่งผลให้เกิดความเสียหาย
ต่อเซลล์ได้ จากการศึกษาการแช่แข็งโอโอไซต์ในมนุษย์ พบว่าโอโอไซต์จะมีชีวิตรอด และเกิด
กระบวนการท่างานที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แต่จะไม่มีกิจกรรมทางชีวภาพที่อุณหภูมิ -196 
องศาเซลเซียส ในการแช่แข็งเซลล์โดยการลดอุณหภูมิจาก 37 องศาเซลเซียส มาเป็น -196 องศา
เซลเซียส ท่าให้เกิดผลึกน้่าแข็งภายในไซโตพลาสซึมซึ่งจะเพิ่มความดันภายในเซลล์  (Jain and 
Paulson, 2006) ซึ่งท่าให้เกิดความเสียหายต่อ organelle ต่างๆ ได้แก่ โครโมโซม และไมโอติกสปิน
เดิล โดยไมโอติกสปินเดิลจะเปราะส่งผลให้เกิดการแบ่งเซลล์ที่ผิดปกติไปได้ เพราะไม่สามารถเกิด 
ไมโครทูบูลที่จะน่าโครโมโซมให้ไปจับคู่กัน มีผลให้พบตัวอ่อนที่มีโครโมโซมเพียงชุดเดียวหลัง
การปฏิสนธิ (Neeta and Suneeta, 2009) 
 
สารป้องกันอันตรายจากการแช่แข็ง (Cryoprotectant) 

 
ในการแช่แข็งเซลล์ นั้นจะมีการลดอุณหภูมิอย่างรวดเร็วท่าให้เกิดความเสียหายกับเซลล์ จึง

จ่าเป็นต้อง สารป้องกันอันตรายจากการแช่แข็ง (Cryprotectant) ซึ่งเป็นสารเคมีที่มีความสามารถใน
การปกป้องเซลล์ไม่ให้เกิดอันตรายจากผลึกน้่าแข็งภายในเซลล์ 

 
โดยทั่วไปสารนี้สามารถแบ่งออกเป็น 2 ชนิด คือ สารป้องกันการแช่แข็งชนิดที่ซึมผ่าน 

(permeating cryprotectant) และ สารป้องกันการแช่แข็งชนิดไม่ซึมผ่าน (nonpermeating 
cryprotectant) (Jain and Paulson, 2006) สารป้องกันการแช่แข็งชนิดที่ซึมผ่านมีโมเลกุลขนาดเล็กที่
สามารถซึมผ่านผนังของเซลล์ได้ดี สารกลุ่มนี้มีโครงสร้างทางเคมีที่สามารถสร้างพันธะไฮโดรเจนกับ
โมเลกุลน้่า ซึ่งท่าให้สารกลุ่มนี้สามารถป้องกันการตกผลึกของน้่าแข็งในไซโตพลาสซึมได้เมื่อใช้ที่
ความเข้มข้นสูง โครงสร้างทางเคมีทั่วไปของสารป้องกันการแช่แข็งชนิดซึมผ่าน ได้แก่ propylene 
glycol, ethylene glycol, glycerol และ dimethyl sulfoxide ดังได้แสดงไว้ในภาพที่ 6 (Jain and 
Paulson, 2006) 
 



 

 

16 

 
 

ภาพท่ี 7  แสดงโครงสร้างทางเคมีทั่วไปสารกลุ่มสารป้องกันการแช่แข็งชนิดที่ซึมผ่าน 
 
ท่ีมา: (Jain and Paulson, 2006) 
 
ตารางท่ี 1  แสดงโครงสร้างทางกายภาพของ Ethylene glycol (EG) 
 

โครงสร้างทางกายภาพของ Ethylene glycol (EG) 
สูตรโครงสร้างทางเคมี C2H6O2 
จุดหลอมเหลว -12.9°C 
น้่าหนักโมเลกุล 62.07 g/M 
ความหนาแน่น 1.1132 g/cm3 

 
ที่มา: Jain and Paulson (2006) 
 
 สารป้องกันการแช่แข็งชนิดไม่ซึมผ่านที่นิยมคือกลุ่มของ disaccharides ได้แก่ ซูโคส กาแลค
โตส กลูโคส และทรีฮาโลส เป็นต้น ส่วนในการแช่แข็ง สารป้องกันการแช่แข็งชนิดที่ไม่ซึมผ่านมี
คุณสมบัติที่ไม่สามารถผ่านผนังเซลล์ สารน้ีเพิ่มแรงดันออสโมติกของสารละลายรอบๆเซลล์ท่าให้น้่า
ภายในเซลล์แพร่ผ่านออกจากเซลล์ ซึ่งส่งผลให้เกิดภาวะขาดน้่าภายในเซลล์ ดังนั้นเมื่อใช้ร่วมกับสาร
ป้องกันการแช่แข็งชนิดที่ซึมผ่าน สารกลุ่มนี้จะเพิ่มความเข้มข้นของสารป้องกันการแช่แข็งชนิดซึม
ผ่านภายในไซโตพลาสซึม  
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 สารป้องกันการแช่แข็งชนิดไม่ซึมผ่านยังมีบทบาทส่าคัญต่ออัตราการรอดของเซลล์ไข่
ระหว่างการละลาย โดยน้่าแข็งที่ละลายอย่างรวดเร็วจะช่วยลดแรงดันออสโมติกภายนอกเซลล์ 
การช็อคของเซลล์จากการเกิดแรงดันออสโมติกอาจเกิดขึ้นจากปริมาณน้่าในไซโตพลาสซึมที่เพิ่มขึ้น 
หากสารป้องกันการแช่แข็งภายในเซลล์ไม่สามารถแพร่ออกไปอย่างรวดเร็วพอท่าให้น้่าคั่งภายใน
เซลล์ ส่งผลให้เซลล์บวม หรือแตก (Jain and Paulson, 2006) 
 
การคัดเลือกโอโอไซต์เพื่อการแช่แข็ง 
 
 การคัดเลือกโอโอไซต์จากระยะการตกไข่ (ovarious stage) ที่อยู่ในวงรอบการเป็นสัด 
(estrous cycle) ที่มีขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 100 ไมโครเมตร (Songsasen and Wildt, 
2007) มีจ่านวนชั้นของ cumulus cell ล้อมรอบตั้งแต่ 2 ชั้นขึ้นไป (Hanna et al, 2008) 
 
 คุณภาพโอโอไซต์แบ่งได้เป็น 5 ประเภทตามที่ Apimeteetumrong (1996) และ Techakumphu 
และคณะ (2000) ได้รายงานไว้ คือ 
 
 1. โอโอไซต์ชนิด Complex cumulus oocyte (CCO) เป็นชนิดที่มี cumulus cell จ่านวนหลาย
ชั้นหุ้มล้อมรอบเปลือก zona pellucida (ภาพที่ 8) 
 

 
 

ภาพท่ี 8  แสดงลักษณะโอโอไซต์ชนิดที่มี cumulus cell จ่านวนหลายชั้นหุ้มล้อมรอบเปลือก zona 
pellucida 
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2. โอโอไซต์ชนิด Partial cumulus oocyte (P) เป็นชนิดที่มี cumulus cell หุ้มหนึ่งถึงสอง
ชั้นรอบเปลือก zona pellucida (ภาพที่ 9) 
 

 
 

ภาพท่ี 9  แสดงลักษณะโอโอไซต์ชนิด ที่มี cumulus cell หุ้มหนึ่งถึงสองชั้นรอบเปลือก zona 
pellucida 

 
 3. โอโอไซต์ชนิด Denude oocyte (D) เป็นชนิดไม่มี cumulus cell หุ้มเลยรอบเปลือก zona 
pellucida (ภาพที่ 10) 

 

 
 

ภาพท่ี 10  แสดงลักษณะโอโอไซต์ชนิด ไม่มี cumulus cell หุ้มเลยรอบเปลือก zona pellucida 
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 4. โอโอไซต์ชนิด Expanded cumulus oocyte (EXP) เป็นชนิดที่มี cumulus cell หุ้ม
กระจายรอบเปลือก zona pellucida (ภาพที่ 11) 
 

 
 

ภาพท่ี 11  แสดงลักษณะโอโอไซต์ชนิดที่มี cumulus cell หุ้มกระจายรอบเปลือก zona pellucida 
 
 
 5. โอโอไซต์ชนิด Degenerated oocyte (Deg) เป็นโอโอไซต์ที่มีไซโตพลาซึมภายในเสื่อม
สลาย (ภาพที่ 12) 
 

 
 

ภาพท่ี 12  แสดงลักษณะโอโอไซต์ชนิดที่มีไซโตพลาซึมภายในเสื่อมสลาย 
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วิธีการแช่แข็งแบบลดอุณหภูมิอย่างช้าๆ (slow freezing) 
 
 การแช่แข็งแบบลดอุณหภูมิอย่างช้า (slow freezing) เป็นการลดอุณหภูมิเซลล์ที่อยู่ใน
สารละลาย phosphate buffer saline (PBS) ที่เสริมด้วยสารป้องกันการแช่แข็ง เช่น dimethylsulfoxide 
(DMSO) และ glycerol ให้เย็นลงอย่างช้าๆจนอุณหภูมิจาก –7 องศาเซลเซียส จนถึง ต่่ากว่า –80 องศา
เซลเซียส แต่ส่วนใหญ่นิยมใช้ glycerol ที่มีความเข้มข้น 1.4 โมลาร ์ในสารละลาย PBS ที่เสริม bovine 
serum 15 เปอร์เซ็นต์ หรือใช้ bovine serum albumin ที่มีความเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ลด
อุณหภูมิจากอุณหภูมิห้องถึง 0 องศาเซลเซียส และชักน่าให้เกิดผลึกน้่าแข็ง (seeding) ที่อุณหภูมิ –4 
ถึง -7 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นจึงลดอุณหภูมิต่อ โดยใช้อัตราการลดอุณหภูมิ 0.3 องศาเซลเซียสต่อ
นาที จนถึงช่วง –32 ถึง –35 องศาเซลเซียส จึงจุ่มลงในไนโตรเจนเหลวทันที (สหัส, 2548) ในวิธีแช่
แข็งแบบลดอุณหภูมิอย่างช้าๆ จึงต้องมีการชักน่าให้น้่ายาค่อยๆแข็งตัวที่อุณหภูมิประมาณ -5 องศา
เซลเซียส ถึง -7 องศาเซลเซียส ซึ่งท่าได้โดยใช้แท่งโลหะ หรือปากคีบแช่ไว้ในไนโตรเจนเหลว เมื่อ
ลดอุณหภูมิของน้่ายาที่มีเซลล์ลง -5 องศาเซลเซียส ถึง -7 องศาเซลเซียส แล้วก็ใช้ปากคีบนั้นแตะที่
ข้างๆหลอดที่บรรจุเซลล์และน้่ายา น้่ายาภายในหลอดนั้นจะค่อยๆ กลายเป็นน้่าแข็งทั้งอัน (อร่าม และ
สมพร, 2539) วิธีนี้จะใช้สารป้องกันการแช่แข็งที่ระดับความเข้มข้นต่่าเพื่อไม่ให้เกิดความเป็นพิษกับ
โอโอไซต์ ขบวนการเมทาบอลิซึมของเซลล์จะลดลงประมาณ 50 เปอร์เซนต์ ส่าหรับทุกๆอุณหภูมิ 
10°C ที่ลดลง (Jain et al., 2006) 
 
 ข้อดีของวิธีการแช่แข็งแบบลดอุณหภูมิอย่างช้าคือ โอโอไซต์มีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิลง
อย่างช้าๆ จึงท่าให้เซลล์เกิดความเสียหายน้อย และการใช้สารป้องกันอันตรายจากการแช่แข็งที่ระดับ
ความเข้มข้นต่่า จึงท่าโอกาสในการเกิดความเป็นพิษของเซลล์น้อยลง เพราะหลังจากเกิดความสมดุล 
อุณหภูมิจะค่อยๆ ลดลงไปอุณหภูมิสุดท้ายถึง -32 oC ซึ่งในช่วงเวลานี้มีการสร้างผลึกน้่าแข็ง ร่วมกับ
สารป้องกันอันตรายจากการแช่แข็งชนิดไม่ซึมผ่านที่เพิ่ม osmolarity ของน้่านอกเซลล์จะท่าให้น้่า
ระบายออกจากเซลล์ มีผลให้ปริมาณน้่าในเซลล์ลดลงและท่าให้ความเข้มข้นของสารป้องกันการแช่
แข็งภายในเซลล์เพิ่มขึ้น อัตราการลดลงของอุณหภูมิที่ช้ามากช่วยให้สารป้องกันอันตรายจากการแช่
แข็งชนิดซึมผ่านแพร่ผ่านเข้าสู่โอโอไซต์ ขณะที่เกิดความสมดุลขึ้นทั่วทั้งเซลล์ (Jain and Paulson, 
2006) 
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 ข้อเสียของวิธีการแช่แข็งแบบลดอุณหภูมิอย่างช้าๆ คือการลดอุณหภูมิลงอย่างช้าๆนี้ต้องใช้
อัตราเร็วสม่่าเสมอซึ่งต้องใช้เคร่ืองมือลดอุณหภูมิแบบตั้งโปรแกรมซึ่งมีราคาสูง (Jain and Paulson., 
2006) นอกจากนี้การท่าละลายเซลล์ที่แช่แข็งแบบลดอุณหภูมิอย่างช้า ต้องใช้ความเร็วต่่าในการเพิ่ม
อุณหภูมิเช่นกันเพื่อหลีกเลี่ยงไม่ให้น้่าไหลกลับเข้าเซลล์เร็วจนเกินไปขณะที่เซลล์มีสภาพขาดน้่า 
(Gordon, 1994; Hochi et al., 1994; Saito, 1994) 
 
การแช่แข็งแบบ 2 ขั นตอน (two- step freezing) 
 
 การแช่แข็งแบบสองขั้นตอน มีขั้นตอนการลดอุณหภูมิ 2 ขั้นด้วยกันคือ การลดจากระดับ
อุณหภูมิห้องไปยังอุณหภูมิที่ชักน่าให้เกิดผลึกน้่าแข็ง ( -7 องศาเซลเซียส) ใช้อัตราการลดอุณหภูมิ –
10 องศาเซลเซียสต่อนาที ตามด้วยการลดอุณหภูมิอย่างรวดเร็วจนถึง –30 องศาเซลเซียสก่อนจุ่มลงใน
ไนโตรเจนเหลว ส่วนการท่าละลายให้จุ่มในน้่าอุ่น 37 องศาเซลเซียส วิธีการนี้เชื่อว่าท่าให้เซลล์เกิด
ผลึกน้่าแข็ง (intracellular ice) ขึ้นเพื่อเป็นการป้องกันการเกิดผลึกน้่าแข็งคืนรูปภายหลังอีกคร้ัง 
(recrystallization) แต่เซลล์ยังสามารถมีชีวิตอยู่รอดได้ (Gordon, 1994; Hochi et al., 1994) 
 
การแช่แข็งด้วยการลดอุณหภูมิด้วยความเร็วสูง (Ultrarapid freezing) 
 
 สืบเนื่องมาจากการแช่แข็งแบบมาตรฐานทั่วไปที่ต้องใช้อุปกรณ์มาก และผู้ปฏิบัติงานต้องมี
ความช่านาญสูง (Gordon,1994) มีการพัฒนาวิธีการแช่แข็งด้วยความเร็วสูง ซึ่งเป็นวิธีการที่ง่ายและมี
ค่าใช้จ่ายน้อยกว่าวิธีดั้งเดิม โดยใช้สารป้องกันการแช่แข็งที่ความเข้มข้นมากขึ้น โดยใช้สารผสม 
DMSO/glycerol ที่ความเข้มข้น 4.5 โมลาร์ และซูโครสที่ความเข้มข้น 0.25 โมลาร์ เมื่อใช้สารป้องกัน
การแช่แข็งที่มีความเข้มข้นมากจะต้องแช่สารละลายให้อ่ิมตัว (equillibium) ที่อุณหภูมิ 0 องศา
เซลเซียส เพราะอุณหภูมิห้องปกติมีผลท่าให้เซลล์ได้รับอันตรายจากความเป็นพิษของสารป้องกันการ
แช่แข็ง การแช่แข็งท่าให้อุณหภูมิลดลงอย่างรวดเร็ว โดยจุ่มหลอดบรรจุเซลล์ลงในไนโตรเจนเหลว
ทันที ซึ่งแตกต่างกับวิธีการแช่แข็งอย่างรวดเร็ว  ตรงที่มีการอังหลอดบรรจุเซลล์เหนือไอ
ไนโตรเจนเหลวก่อนจุ่มหลอดลงไปในไนโตรเจนเหลว ส่วนการละลายต้องท่าการละลาย 3 หรือ 4 
ขั้นตอนโดยน่าโอโอไซต์ที่แช่แข็งผ่านสารละลายที่มีระดับความเข้มข้นของน้่าตาลซูโครสจากมากไป
น้อย พบว่าได้ผลเป็นที่น่าพอใจ (สหัส, 2548) 
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การแช่แข็งแบบวิทริฟิเกชั่น (Vitrification method) 
 
 เป็นวิธีที่ดัดแปลงมาจากวิธีการแช่แข็งด้วยความเร็วสูง โดยใช้สารป้องกันการแช่แข็งชนิดซึม
ผ่านเซลล์หลายชนิดที่มีความเข้มข้นสูงถึงร้อยละ 40 โดยมีจุดมุ่งหมายให้สารเหล่านี้เปลี่ยนสภาพเป็น
ผลึกแก้ว (stable glass) ในสภาพปราศจากผลึกน้่าแข็งภายในเซลล์ ซึ่งเป็นผลจากการลดอุณหภูมิอย่าง
รวดเร็ว เมื่อมีการใช้สารป้องกันการแช่แข็งที่มีความเข้มข้นสูง จึงต้องใช้ความเร็วสูงในการแช่แข็ง
และละลาย (Mahmoudzadeh et al., 1993 ) และต้องผสมน้่ายากับเซลล์ในที่มีอุณหภูมิต่่าประมาณ 0-4 
องศาเซลเซียส หลังจากแช่โอโอไซต์ในสารละลายอ่ิมตัวจะแช่แข็งโดยน่าโอโอไซต์สัมผัสโดยตรงกับ
ไนโตรเจนเหลวอย่างรวดเร็วเพื่อป้องกันการสร้างผลึกน้่าแข็งในไซโตพลาสซึมที่เป็นอันตรายต่อ
เซลล์ (Jain and Paulson, 2006) 
 
 ข้อดีของการแช่แข็งแบบวิทริฟิเกชั่นคือไม่ต้องใช้เคร่ืองลดอุณหภูมิแบบตั้งโปรแกรมที่มี
ราคาสูง และสามารถลดขั้นตอนและเวลาที่ใช้ในการแช่แข็ง (Palasz and Mapletoft, 1996) อักทั้งยัง
ป้องกันไม่ให้เซลล์ถูกท่าลายจากการเกิดผลึกน้่าแข็งได้ ข้อเสียของการแช่แข็งแบบวิทริฟิเกชั่น คือสาร
ป้องกันการแช่แข็งที่มีความเข้มข้นสูงที่ใช้ในวิธีนี้จะมีความเป็นพิษ ต่อเซลล์มากที่อุณหภูมิห้อง 
(ดวงใจ, 2551) 
 
การแช่แข็งโอโอไซต์โดยวิธีการวิทริฟิเกชั่นในสัตว์เลี ยงชนิดต่างๆ 
 
 การแช่แข็งเซลล์โดยวิธีวิทริฟิเกชั่นเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่น่ามาใช้ในการแช่แข็งโอโอไซต์ 
ได้มีการรายงานความส่าเร็จในการใช้วิธีวิทริฟิเกชั่นในการแช่โอโอไซต์ของมนุษย์คร้ังแรกในปี ค.ศ. 
1999 โดย Kuleshova และคณะโดยท่ากับโอโอไซต์ จ่านวน 17 ใบ โดยใช้ ethylene glycol เข้มข้น 40 
เปอร์เซนต์ และ ซูโครสเข้มข้น 0.6 โมลาร์ต่อลิตรใน open pulled straws ต่อมามีการรายงานผล
ความส่าเร็จของการแช่แข็งแบบวิทริฟิเกชั่นของโอโอไซต์ของมนุษย์จ่านวน 474 ใบ โดย Yoon และ
คณะใน ปี 2003 โอโอไซต์ที่วางบน electron-microscope grid จะแช่แข็งในสารละลาย ethylene 
glycol เข้มข้น 5.5 โมลาร์ และ ซูโครสเข้มข้น0.1 โมลาร์ นักวิจัยได้รายงานอัตราการรอดชีวิตของโอ
โอไซต์ที่ผ่านการแช่แข็งด้วยวิธีนี้ไว้ที่ 68.7 เปอร์เซนต์ อัตราการปฏิสนธิของโอโอไซต์อยู่ที่ 71.7 
เปอร์เซนต์ อัตราการฝังตัวของโอโอไซต์หลังการปฏิสนธิอยู่ที่ 6.4 เปอร์เซนต์ และ การตั้งครรภ์ และ
อัตราการเกิดต่อการย้ายฝากเท่ากับ 21.4 เปอร์เซนต ์
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 การแช่แข็งแบบวิทริฟิเกชั่นจ่าเป็นต้องใช้สารป้องกันการแช่แข็งชนิดซึมผ่านที่มีความเข้มข้น
สูง (Mukaida et al., 1998) ได้แก่ dimethyl sulfoxide, glycerol, propandiol, ethylene glycol, 
propylene glycol ดังที่ได้มีการรายงานของ Chian และคณะ ในปี ค.ศ. 2005 ethylene glycol ถูกใช้
เป็นสารป้องกันการแช่แข็งร่วมกับ propylene glycol และ ซูโครส เพื่อแช่แข็งโอโอไซต์ของสัตว์เลี้ยง
ลูกด้วยนมจ่านวน180 ใบ ในภาชนะปิดสนิทที่เรียกว่า cryoleaf พบอัตราการรอดชีวิตของโอโอไซต์
ไว้ที่ 93.9 เปอร์เซนต์ อัตราการปฏิสนธิของโอโอไซต์อยู่ที่ 74.6 เปอร์เซนต์ อัตราการฝังตัวของโอโอ
ไซตห์ลังการปฏิสนธิอยู่ที่ 20.4 เปอร์เซนต ์และ อัตราการต้ังครรภ์ต่อผู้ป่วยที่ 46.7 เปอร์เซนต์ ค่าเฉลี่ย
ของจ่านวนตัวอ่อนที่มีการย้ายฝากเท่ากับ 3.6 ± 1.3 
 
 จากที่ได้กล่าวไว้แล้วว่าการแช่แข็งโดยวิธีวิทริฟิเกชั่นมีข้อเสีย คือสารป้องกันการแช่แข็งที่มี
ความเข้มข้นสูงที่ใช้ในวิธีนี้จะมีความเป็นพิษมากที่อุณหภูมิห้อง ดังนั้นนักวิจัยหลายกลุ่มจึงได้มีการ
เพิ่มอัตราความเร็วในการแช่แข็งให้สูงขึ้น เพื่อลดความเป็นพิษของสารป้องกันการแช่แข็งที่
อุณหภูมิห้อง และป้องกันการถูกท่าลายจากการเกิดเกล็ดน้่าแข็ง โดยการลดปริมาตรของสารละลาย
ป้องกันการแช่แข็งให้น้อยที่สุด ดังนั้นจึงมีการพัฒนาอุปกรณ์ต่างๆ ที่ใช้ในการแช่แข็งแบบวิธีวิทริฟิ
เกชั่น เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการแช่แข็งให้ดียิ่งขึ้น (ตารางที่ 2) 
 
ตารางท่ี 2  แสดงวิธีการแช่แข็งแบบวิทริฟิเกชั่นโดยใช้อุปกรณ์ต่างๆ 
 

วิธีการแช่แข็งแบบวิทริฟิเกชั่นโดยใช้อุปกรณ์ต่างๆ ผู้ศึกษา 

Electron microscope (EM) grid vitrification Martino และคณะ (1996) 

Open pulled straw (OPS) vitrification Vajta และคณะ (1998) 
Cryoloop vitrification (CLV) Lane และคณะ (1999) 

Solid surface vitrification (SSV) Dinnyes และคณะ (2000) 

 
 หลังจากที่มีการพัฒนาอุปกรณ์ต่างๆ ที่ใช้ในวิธีการแช่แข็งแบบวิทริฟิเกชั่น เพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพการแช่แข็งให้ดีขึ้น พบว่าประสิทธิภาพของการแช่แข็งด้วย  EM grid และ OPS 
สามารถเพิ่มอัตราความเร็วในการแช่แข็งได้สูงขึ้น จากอัตราความเร็วในการลดอุณภูมิในการแช่แข็ง
แบบวิทริฟิเกชั่นแบบดั้งเดิม (Conventional straw vitrification) ซึ่งใช้หลอดพลาสติก 0.25 มิลลิลิตร 
(Vajta et al., 1998) cryoloop vitrification (CLV) เป็นวิธีวิทริฟิเกชั่นอีกทางเลือกหนึ่งที่สามารถลด
ปริมาตรสารละลายป้องกันการแช่แข็ง วิธีนี้ง่ายต่อการเก็บในไนโตรเจนเหลวและไม่มีปัญหาเซลล์
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สูญหาย วิธี CLV ได้ถูกน่ามาใช้แช่แข็งเอ็มบริโอและโอโอไซต์ของสัตว์หลายชนิด เช่น หนูเม้าท์ 
หนูแฮมเตอร์ หนูแรท และโค (Lane et al., 1999) ต่อมาในปี ค.ศ. 2000 Dinnyes และคณะ (Dinnyes 
et al., 2000) รายงานความส่าเร็จคร้ังแรกของการใช้ SSV แช่แข็งโอโอไซต์โค พบว่าวิธีนี้สามารถ
รักษาสภาพเยื่อหุ้มเซลล์ของโอโอไซต์ได้เป็นอย่างดี และสามารถน่าโอโอไซต์ที่ผ่านการแช่แข็งไป
ใช้ในการท่าโคลนนิ่งได้ส่าเร็จ (Bagis et al., 2005) ในปี ค.ศ. 2003 Begin และคณะ ได้ท่าการ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธี SSV กับ CLV ในการแช่แข็งโอโอไซต์ และเอ็มบริโอแกะ พบว่า
ตัวอย่างการแช่แข็งของทั้งสองวิธีมีอัตราการรอดชีวิตที่ไม่แตกต่างกัน โดยอัตราการรอดชีวิตของ
โอโอไซต์และเอ็มบริโอโดยวิธีการ SSV เท่ากับ 60 และ 39 เปอร์เซนต์ และอัตราการรอดชีวิตของ
โอโอไซต์และเอ็มบริโอโดยวิธีการ CLV เท่ากับ 89 และ88 เปอร์เซนต ์ตามล่าดับ 
 
วิธีการแช่แข็งแบบวิทริฟิเกชั่นโดยใช้อุปกรณ์ต่างๆ 
 

1. วิธีการแช่แข็งวิทริฟิเกชั่นโดยใช้ Electron-microscope grid (EM grid) 
 
  หลักการของวิธีการนี้ คือการลดอุณหภูมิอย่างรวดเร็วเนื่องจากโลหะน่าความร้อนได้
ดีกว่าหลอดพลาสติกเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.25 มิลลิลิตร และยังลดปริมาตรของสารละลายที่มีโอโอ
ไซต์แขวนลอยให้น้อยที่สุด 
 
 รายละเอียดของการแช่แข็งโดยวิธีนี้มีดังนี้ วางกลุ่มโอโอไซต์ประมาณ 10-15 ใบ บรรจุใน
สารละลายที่มีสารป้องกันการแช่แข็งปริมาตร 0.1 ไมโครลิตร บนแผ่นตะแกรงโลหะ ขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลาง 3.05 มิลลิเมตร หนา 0.037 มิลลิเมตร ช่องตะแกรงแต่ละช่องมีเส้นผ่านศูนย์กลาง 7 
ไมครอน โอโอไซต์จะเกาะติดกับแผ่นโลหะด้วยแรงตึงผิวจากนั้นท่าการจุ่มแผ่นตะแกรงลงใน
ไนโตรเจนเหลวทันทีโดยโอโอไซต์จะไม่หลุดออกจากแผ่นโลหะ (Martino et al, 1996) ในปี ค.ศ. 
1999 Kuleshova และคณะ (Kuleshova et al., 1999) ได้มีการท่าการทดลองใช้ EM grid แช่แข็งโอ
โอไซต์ของมนุษย์พบว่ามีอัตราการรอดชีวิตโอโอไซต์สูงถึง 68.7 เปอร์เซนต์ อัตราการปฏิสนธิของ
โอโอไซต์อยู่ที่ 71.7 เปอร์เซนต์ อัตราการฝังตัวหลังการปฏิสนธิ 6.4 เปอร์เซนต์ และอัตราการ
ตั้งครรภ์ และอัตราการเกิดต่อการย้ายฝากเท่ากับ 21.4 เปอร์เซนต ์
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 2. วิธีการแช่แข็งวิทริฟิเกชั่นโดยใช้ Open-Pulled Sraw (OPS) 
 
  การแช่แข็งวิทริฟิเกชั่นโดยใช้ OPS เป็นวิธีการที่พยายามให้โอโอไซต์แขวนลอยใน
น้่ายาที่มีสารป้องกันการแช่แข็งน้อยที่สุดเท่าที่จะท่าได้ รายละเอียดของวิธีนี้ คือ การแช่แข็งใน
หลอดพลาสติกขนาด 0.25 มิลลิลิตร ที่ใช้กันทั่วไปแต่ใช้การดึงให้เส้นผ่านศูนย์กลางและจากความ
หนาของผนังหลอดลดลงประมาณคร่ึงหนึ่งจากเส้นผ่าศูนย์กลาง 1.7 มิลลิเมตร เป็น 0.8 มิลลิเมตร 
และความหนาจาก 0.15 มิลลิเมตร เป็น 0.07 มิลลิเมตร แล้วดูดโอโอไซต์เข้าไปด้วยแรงอัตโนมัติ 
เมื่อปลายหลอดสัมผัสกับของเหลวท่าให้มีปริมาตรของของเหลวเพียง 2-3 ไมโครลิตร ไม่ต้องปิด
ปลายหลอดแล้วน่าไปแช่ในไนโตรเจนเหลวทันที (Vajta, 1998) 
 
 ข้อดีของการใช้ OPS มีหลายประการ ได้แก่ จากการที่ผนังของหลอดบางลงท่าให้การเป็น
ฉนวนความร้อนลดลงและมีปริมาตรของของเหลวที่โอโอไซต์แช่อยู่น้อยเนื่องจากเส้นผ่า น
ศูนย์กลางของหลอดเล็กลง โดยตรงท่าให้การแลกเปลี่ยนอุณหภูมิเป็นไปได้อย่างรวดเร็ วและใช้
เวลาในการแช่แข็งน้อย แรงดูดโอโอไซต์อัตโนมัติจากหลอดบรรจุที่มีเส้นผ่านศูนย์กลางขนาดเล็ก
ท่าให้บรรจุโอโอไซต์ได้รวดเร็วและง่ายขึ้น เปลือก zona pellucida เสียหายน้อยมาก อันเนื่องมาจาก
การเปิดปลายหลอดไว้ท่าให้ไม่เกิดความดันของอากาศที่ข้างอยู่ภายในหลอดดังเช่นที่พบเมื่อมีการ
ปิดหลอดไว ้(ดวงใจ, 2551) 
 
 3. วิธีการแช่แข็งแบบวิทริฟิเกชั่นโดยใช้ cryoloop (CLV) 
 
  วิธีการแช่แข็งแบบวิทริฟิเกชั่นโดยใช้ cryoloop (CLV) เป็นวิธีที่พัฒนามาหลังจากการ
ใช้ OPS เพื่อพยายามให้โอโอไซต์แขวนลอยในน้่ายาที่มีสารป้องกันการแช่แข็งน้อยกว่า ซึ่งส่วน
ใหญ่น่ามาใช้กับเซลล์ที่ไวต่อการแช่แข็งมากๆ มีการรายงานผลของการแช่แข็งโอโอไซต์ของมนุษย์ 
โดย Kuwayama et al.(2005)ได้รายงานถึงประสบการณ์ในการท่าการแช่แข็งโอโอไซต์โดยวิธี 
Cryoloopใช้ ethylene glycol ร่วมกับซูโครสเพื่อแช่แข็งโอโอไซต์ 64 ใบ ผลการวิจัยพบว่ามีอัตรา
การรอดชีวิตของโอโอไซต์เท่ากับ 90.8 เปอร์เซนต ์และอัตราการปฏิสนธิของโอโอไซต์เท่ากับ 89.6
เปอร์เซนต์ และอัตราการตั้งครรภ์เท่ากับ 41.4 เปอร์เซนต์ ต่อการย้ายฝาก และมีชีวิตรอดเกิดขึ้นได้ 
และต่อเนื่องกับอัตราการตั้งครรภ์ต่อการย้ายฝากเท่ากับ 34.5 เปอร์เซนต์ จ่านวนเฉลี่ยของตัวอ่อน
ในการย้ายฝากเท่ากับ 2.2 เปอร์เซนต ์
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 การแช่แข็งแบบ Cryoloop ท่าได้โดยใช้ห่วงที่ท่าจากเส้นด้ายไนลอนซึ่งต่อกับด้ามจับ
โลหะสเตนเลส มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของห่วง 20 ไมครอน จุ่มในสารป้องกันการแช่แข็งที่มีโอ
โอไซต์เพื่อน่าโอโอไซต์และสารป้องกันการแช่แข็งเพียง 0.5-1 ไมโครลิตร บรรจุในห่วง น่าห่วง
พร้อมด้ามจับใส่ลงในหลอด 2 มิลลิลิตร แล้วแช่ไนโตรเจนเหลวทันที (ดวงใจ, 2550) 
 
 ข้อดีของการใช้ Cryoloop คือ การลดเวลาในการแช่แข็งเนื่องจาก สารละลายและโอโอไซต์
สัมผัสกับไนโตรเจนเหลวโดยตรง และ ปริมาตรของของเหลวที่โอโอไซต์แช่อยู่มีปริมาณน้อยมาก 
(1-2 ไมโครลิตร) นอกจากนี้ยังท่าให้การละลายท่าได้สะดวกขึ้น การบรรจุโอโอไซต์สามารถท่าได้
อย่างรวดเร็ว (ดวงใจ, 2551) 
 
 4. วิธีการแช่แข็งแบบวิทริฟิเกชั่นโดยใช้ solid surface (SSV) 
 
  การแช่แข็งวิธี SSV เป็นวิธีที่ถูกพัฒนาขึ้นในปี ค.ศ. 2000 โดย Dinnyes และคณะ 
(Dinnyes et al., 2000) เพื่อพยายามลดปริมาตรสารละลายป้องกันการแช่แข็งให้น้อยที่สุด และเพิ่ม
อัตราความเร็วในการแช่แข็งให้เร็วมากที่สุดโดยหยดกลุ่มโอโอไซต์ประมาณ 10-15 ใบ ใน
สารละลายที่มีสารป้องกันการแช่แข็ง 5 ไมโครลิตรบนผิวโลหะที่ เย็นจัดจากการหล่อใน
ไนโตรเจนเหลว เก็บหยดโอโอไซต์ที่แช่แข็งใส่ลงในหลอดพลาสติก 
 
 ข้อดีของการใช้ SSV คือ ไนโตรเจนเหลวสัมผัสโดยตรงกับสารละลายและโอโอไซต์
ปริมาตรของของเหลวที่โอโอไซต์แช่อยู่น้อยกว่าการใช้หลอดพลาสติกขนาด 0.25 มิลลิลิตร ที่ใช้ใน
วิธีการแช่แข็งวิทริฟิเกชั่น ท่าให้ลดเวลาขั้นตอนการเช่แข็งลงได้มาก การท่าละลายท่าให้โอโอไซต์
สัมผัสกับสารโดยตรงท่าให้การแพร่ผ่านของสารเกิดขึ้นอย่างรวดเร็ว (ดวงใจ, 2551) 
 
การตรวจสอบคุณลักษณะของโอโอไซต์หลังจากการท่าการแช่แข็งวิทริฟิเกชั่น 
 
 การศึกษาลักษณะความผิดปกติของโครงสร้างของโอโอไซต์ที่ผ่านการแช่แข็งเป็นการ
ทดสอบเพื่อหาวิธีการที่เหมาะสมในการเก็บรักษาโอโอไซต์ต่อไป 
 
 วิธีการตรวจสอบคุณลักษณะของโอโอไซต์หลังจากการแช่แข็งวิทริฟิเกชั่นสามารถท่าได้
หลายวิธีขึ้นอยู่กับความต้องการ การศึกษาการรอดชีวิตของโอโอไซต์ท่าได้โดยการย้อมด้วย 
propidium iodide (PI) โอโอไซต์ที่ตายจะติดสีของ PI เน่ืองจาก PI จะสามารถแพร่ผ่านผนังเซลล์เข้า
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ไปในไซโตพลาสซึม (Abe et al, 2000) การย้อมสีของโอโอไซต์จะใช้ PI ที่มีความเข้มข้น 20 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ผสมใน mPBS-PVA และย้อมนาน 15 นาทีในที่มืด ตรวจดูการติดสีของโอโอ
ไซต์ภายใต้แสงอุลตราไวโอเลตโดยใช้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนส์ (Lee et al.,2007) นอกจากนี้
Hanna และคณะ(2008) ได้ตรวจดูการมีชีวิตรอดโดยย้อมสีด้วย 5-carboxyfluorescein diacetate, 
succinimidyl ester (5 - CFDA, SE) สารนี้จะถูกเปลี่ยนให้เป็นสารเรืองแสงด้วยเอนไซม์ในไซโตพ
ลาสซึม โอโอไซต์ที่มีชีวิตจะเรืองแสงฟลูออเรสเซนส์สีเขียวเมื่อตรวจดูภายใต้แสงที่มีความยาว
คลื่น 488 นาโนเมตร 
 
 การตรวจสอบความสมบูรณ์ของโอโอไซต์หลังจากที่ได้มีการเก็บรักษาโอโอไซต์ภายใต้
อุณหภูมิที่ต่่าท่าได้โดยตรวจสอบโครงสร้างดังต่อไปนี้ ได้แก่ โครโมโซม ตรวจสอบโดยการย้อมสี
ด้วย aceto-orcein หรือสี Hoechst 33342 (Hanna, 2008) และย้อมโครโมโซมด้วย PI ความเข้มข้น10 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 15 -20 นาที สีของ PI จะติดในไซโตพลาสซึมแต่จะไม่ติด
โครโมโซมจะท่าให้เห็นโครโมโซมกระจายตัวอยู่ภายในไซโตพลาสซึม (Shi et al, 2007) การศึกษา
ดูโครงสร้างของไมโครทูบูล ท่าได้โดยวิธีวิธี immunofluorescence (Rho et al, 2000) การศึกษาการ
มีอยู่ของ cortical granules ด้วยวิธี cytochemistryโดยย้อมโอโอไซต์ด้วย เลคติน Lens culinaris 
agglutinin (LCA) ซึ่งจะจับได้เฉพาะกับผนังของ cortical granule (Ghetlet et al, 2006) และการ
ตรวจดูความเสียหายของ ZP จากความหนาของ ZP หลังการย้อมด้วย Periordic acic Shiff (PAS) 
(Neeta and Suneeta, 2009) เป็นต้น และตรวจสอบความสามาถการปฏิสนธิของโอโอไซต์โดยย้อม
ด้วย mouse anti-chick α-tubule monoclonal antibody ความสามารถในการปฏิสนธิของโอโอไซต์
โดยจะเป็นตัวบ่งชี้ถึงการท่าหน้าที่ของโอโอไซต์ โดยวิธี Intracytoplasmic Sperm Injection (ICSI) 
โดยการฉีดอสุจิเข้าไปในโอโอไซต์ หลังจากนั้นตรวจดูการเกิด cleavage และ blastocysts (Shi et al, 
2007) 
 
การท่าละลาย (Thawing) 
 
 คือการน่าเซลล์ที่เก็บแช่แข็งไว้มาท่าให้ละลาย และเพาะเลี้ยงให้เจริญต่อไปได้ ซึ่งวิธีการ
ละลาย นั้นขึ้นอยู่กับวิธีการแช่แข็ง ถ้าเป็นการแช่แข็งด้วยวิธีลดอุณหภูมิอย่างช้า ที่ท่าให้เย็นถึง -30 
องศาเซลเซียส การละลายก็จะท่าอย่างเร็วโดยการน่าหลอดบรรจุเซลล์ใส่ในน้่าอุ่นที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส การละลายท่าโดยปรับให้อุณหภูมิค่อยๆ สูงขึ้นที่อัตรา 8 - 10 องศาเซลเซียสต่อนาที
เมื่อละลายแล้วจึงค่อยๆ น่าเซลล์ใส่ในน้่ายาเลี้ยงเซลล์ต่อไป (อร่าม และ สมพร, 2539) 
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อุปกรณ์และวิธีการ 

อุปกรณ์ 

 
 1. รังไข่ของสุนัขเพศเมียอายุระหว่างช่วงอายุ 8 เดือน ถึง 2 ป ี
 2. มีดผ่าตัด 
 3. กระติกน้่าร้อน 
 4. จานเพาะเลี้ยงเซลล์ 
 5. ปิเปต (pipette) 
 6. พาสเจอร์ปิเปต (paster pipette) 
 7. ปากคีบ (forcep) 
 8. กระบอกตวง (cylinder) 
 9. กล้องจุลทรรศน์แบบธรรมดา 
 10. ตู้อบที่ควบคุมปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และอุณหภูมิ (carbon dioxide 
incubator) 
 11.  ตู้ปลอดเชื้อ (laminar flow) 
 12.  เคร่ืองชั่งสารเคมีชนิดละเอียด (analytical balance) 
 13.  กล้องจุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซ็น 
 14.  กรรไกรผ่าตัด 
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สารเคมี 
 
 1. TCM 199 medium 
 2. fetal bovine serum 
 3. ยาปฎิชีวนะชนิด penicillin G/streptomycin 
 4. ethylene glycol 
 5. trehalose 
 6. phosphate buffer saline (PBS) 
 7. propidium iodide 
 8. periodic acid Schiff 
 9. biotinylated Pisum sativum agglutinin (PSA) 
 10. biotinylated succinylated-wheat germ agglutinin (s-WGA) 
 11. biotinylated Lycopersicon esculentum lectin (LEL) 
 12. biotinylated Griffonia simplicifolia lectin-II (GSL-II) 
 13. biotinylated Vicia villosa agglutinin (VVA) 
 14. biotinylated Erythrina cristagalli lectin (ECL) 
 15. Bouin’s fluid 
 16. xylene 
 17. Fluoresceine Avidin D 
 18. Rhodamine Avidin D 
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วิธีการ 
 
การเก็บตัวอย่าง 
 
 เก็บตัวอย่างรังไข่ของสุนัขเพศเมียที่มีช่วงอายุ 8 เดือน ถึง 2 ปี จ่านวน 10 ตัวที่อยู่ในวงรอบ
การเป็นสัดในระยะ proestrus และ estrus โดยดูจากบริเวณผิวของรังไข่ที่มองเห็นตุ่มแดงนูน โดย
ได้รับการผ่าตัดท่าหมันจากศูนย์บริการสาธารณะสุขบางเขน 24 โดยน่าใส่ลงใน TCM 199 medium 
ที่ควบคุมอุณหภูมิให้อยู่ที่ประมาณ 37 องศาเซลเซียส แล้วน่ามายังห้องปฏิบัติการ (Abe et al, 2008) 
 
การเก็บแยก COCs ออกจากรังไข่ 
 
 น่ารังไข่ของสุนัขเพศเมียมาท่าความสะอาดโดยการน่ามาเอาไขมันและเส้นเลือดออกให้
หมดและวางลงในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ที่มี TCM 199 medium ที่ผสม 10% fetal bovine serum และ
เสริมด้วย penicillin G เข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ streptomycin sulfate เข้มข้น 100 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ที่มีอุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 30 นาที และน่ามีดผ่าตัดมาผ่ารังไข่ออกเป็นสอง
ซีกแล้วท่าการเฉือนรังไข่ซ้่าหลายๆคร้ังจนเป็นชิ้นเล็กๆ เป็นระยะเวลา 30 นาที และคัดแยกโอโอ
ไซต์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์เป็นเวลา 30 นาที โดยคัดเลือก COCs ที่มี cumulus cell ล้อมรอบโอโอ
ไซต์ 2-3 ชั้นขึ้นไป มีเม็ดไขมันสีด่าภายในไซโตพลาสซึม และมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 
100 ไมโครเมตร (Abe et al, 2008) 
 
วิธีการแช่แข็ง 
 
 น่า COCs ที่คัดเลือกมาจากรังไข่ทั้ง 2 ข้างของสุนัขแต่ละตัวมาใส่ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ที่มี 
PB1 medium ซึ่งประกอบด้วย ethylene glycol 1 โมลาร์ และ trehalose 0.25 โมลาร์ ใน TCM 199 
medium แบ่งกลุ่มการทดลองออกเป็น 5 กลุ่มด้วยกัน คือ 1) กลุ่มควบคุมที่ไม่ผ่านการแช่แข็ง 2) 
กลุ่ม COCs ผ่าน equilibration medium และ vitrification medium ที่มีความเข้มข้นของ EG 1.5 โม
ลาร์ แต่ไม่ผ่านการแช่แข็ง 3) กลุ่ม COCs ผ่าน equilibration medium และ vitrification medium ที่มี
ความเข้มข้นของ EG 3 โมลาร์ แต่ไม่ผ่านการแช่แข็ง 4) กลุ่ม COCs ผ่าน equilibration medium 
และ vitrification medium ที่มีความเข้มข้นของ EG 1.5 โมลาร์ ผ่านการแช่แข็ง 5) กลุ่ม COCs ผ่าน 
equilibration medium และ vitrification medium ที่มีความเข้มข้นของ EG 3 โมลาร์ ผ่านการแช่แข็ง 
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 1. กลุ่มการทดลองที่ 1 COCs จะถูกเลี้ยงใน TCM 199 เสริมด้วย 10% FBS ควบคุม
อุณหภูมิที่ 37oC โดยไม่ผ่านการแช่แข็งเป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
 
 2. กลุ่มการทดลองที่ 2 COCs จะถูกบ่มใน equilibration medium ซึ่งประกอบด้วย 4% 
ethylene glycol (EG) ใน TCM 199 เสริมด้วย 20% fetal bovine serum เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ
ที่ 4oC และล้าง 3 คร้ัง ใน vitrification medium ที่ประกอบด้วย TCM 199 medium, trehalose 0.5 โม
ลาร,์ EG 1.5 โมลาร์และเสริมด้วย 20% fetal bovine serum ที่ควบคุมอุณหภูมิที่ 4oC เป็นเวลาคร้ังละ 
20-25วินาที โดยไม่ผ่านการแช่แข็ง 
 
 3. กลุ่มการทดลองที่ 3 COCs จะถูกบ่มใน equilibration medium ซึ่งประกอบด้วย 4% 
ethylene glycol (EG) ใน TCM 199 เสริมด้วย 20% fetal bovine serum เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ
ที่ 4oC และล้าง 3 คร้ัง ใน vitrification medium ที่ประกอบด้วย TCM 199 medium, trehalose 0.5 โม
ลาร์, EG 3 โมลาร์และเสริมด้วย 20% fetal bovine serum ที่ควบคุมอุณหภูมิที่ 4oC เป็นเวลาคร้ังละ 
20-25 วินาที โดยไม่ผ่านการแช่แข็ง 
 
 4. กลุ่มการทดลองที่ 4 COCs จะถูกบ่มใน equilibration medium ซึ่งประกอบด้วย 4% 
ethylene glycol (EG) ใน TCM 199 เสริมด้วย 20% fetal bovine serum เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ
ที่ 4oC และล้าง 3 คร้ัง ใน vitrification medium ที่ประกอบด้วย TCM 199 medium, trehalose 0.5 โม
ลาร,์ EG 1.5 โมลาร์และเสริมด้วย 20% fetal bovine serum ที่ควบคุมอุณหภูมิที่ 4oC เป็นเวลาคร้ังละ 
20-25 วินาที โดยผ่านการแช่แข็งด้วยวิธี SSV ท่าโดยน่า COCs จ่านวน 10-15 ใบวางใน vitrification 
medium ปริมาตร 5 ไมโครลิตรและหยดลงบนแผ่นโลหะเย็นจัดที่วางบนกล่องโลหะที่แช่ใน
ไนโตรเจนเหลว น่าหยดสารละลายที่มี COCs ใส่ลงในหลอดพลาสติกโดยใช้ปากคีบที่เย็นจัดใน
การคีบ และเก็บไว้ในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 1 สัปดาห์ 
 
 5. กลุ่มการทดลองที่ 5 COCs จะถูกบ่มใน equilibration medium ซึ่งประกอบด้วย 4% 
ethylene glycol (EG) ใน TCM 199 เสริมด้วย 20% fetal bovine serum เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ
ที่ 4oC และล้าง 3 คร้ัง ใน vitrification medium ที่ประกอบด้วย TCM 199 medium, trehalose 0.5 โม
ลาร์, EG 3 โมลาร์และเสริมด้วย 20% fetal bovine serum ที่ควบคุมอุณหภูมิที่ 4oC เป็นเวลาคร้ังละ 
20-25 วินาที โดยผ่านการแช่แข็งด้วยวิธี SSV ท่าโดยน่า COCs จ่านวน 10-15 ใบวางใน vitrification 
medium ปริมาตร 5 ไมโครลิตรและหยดลงบนแผ่นโลหะเย็นจัดที่วางบนกล่องโลหะที่แช่ใน
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ไนโตรเจนเหลว น่าหยดสารละลายที่มี COCs ใส่ลงในหลอดพลาสติกโดยใช้ปากคีบที่เย็นจัดใน
การคีบ และเก็บไว้ในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 1 สัปดาห์ (Dinnyes et al, 2000) 
 

 
 

ภาพท่ี 13  แสดง solid surface vitrification 
 
ท่ีมา: Dinnyes et al (2000) 

 
วิธีการท่าละลาย COCs 
 

เมื่อเก็บรักษา COCs ครบ 1 สัปดาห์ น่าหลอดพลาสติกบรรจุ COCs ออกมาจาก
ไนโตรเจนเหลวแล้วใช้ปากคีบที่เย็นคีบหยดสารละลาย  COCs ออกมาใส่ในสารละลายที่
ประกอบด้วย TCM 199 medium และ trehalose เข้มข้น 0.5 โมลาร์ ควบคุมอุณหภูมิไว้ที่ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที หลังจากนั้นย้าย COCs มาใส่ในสารละลาย TCM 199 medium และ 
trehalose เข้มข้น 0.25 โมลาร ์และย้ายมาใส่ในสารละลาย TCM 199 medium และ trehalose เข้มข้น 
0.125 โมลาร์โดยในแต่ละสารละลายควบคุมอุณหภูมิไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาทีแล้ว
น่า COCs มาใส่ในสารละลาย base media ซึ่งประกอบด้วย TCM 199 medium เสริมด้วย 20% fetal 
bovine serum จากนั้นน่ามาเลี้ยงเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ในตู้ควบคุมคาร์บอนไดออกไซด์ 5% (Begin et 
al, 2003) 
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การประเมินคุณภาพของ COCs หลังการแช่แข็ง 
 

การตรวจสอบการรอดชีวิตของ COCs 
 
หลังจากเลี้ยงโอโอไซต์จากการทดลองทั้ง 5 กลุ่ม เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ในตู้ควบคุม

คาร์บอนไดออกไซด์ 5% น่าโอโอไซต์มาท่าการตรวจสอบการรอดชีวิตโดยการย้อมด้วย propidium 
iodide (PI) โอโอไซต์ที่ตายจะติดสีของ PI เนื่องจาก PI จะสามารถแพร่ผ่านผนังเซลล์เข้าไปภายใน
ไซโตพลาสซึม (Abe et al, 2000) การย้อมสีของโอโอไซต์จะใช้ PI ที่มีความเข้มข้น 20 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร ผสมใน PBS โดยย้อมนาน 15 นาทีในที่มืดที่อุณหภูมิห้อง และตรวจดูการติดสีของโอโอ
ไซต์ภายใต้แสงอุลตราไวโอเลตโดยใช้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนส์ (Lee et al., 2007) 

 

 
 

ภาพท่ี 14  แสดงภาพโอโอไซต์ที่ย้อมด้วย PI 
 

การตรวจดูลักษณะทางจุลกายวิภาคของ cumulus-oocyte complexes (COCs) โดยการย้อมสี 
Hematoxylin & Eosin 
 

หลังจากบ่มโอโอไซต์จากการทดลองทั้ง 5 กลุ่ม เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ในตู้ควบคุม
คาร์บอนไดออกไซด์ 5% น่าโอโอไซต์มาล้าง 3 คร้ังใน TCM 199 medium และท่าการคงสภาพโอ
โอไซต์ด้วย Bouin’s fluid เป็นเวลา 24 ชั่วโมงที่อุณหภูมิห้อง และท่าการขจัดน้่าออกโดยผ่านใน
สารละลายเอลกอฮอลที่ระดับความเข้มข้นต่่าไปสูง 80%, 95%, 100% และใส่ลงใน xylene เพื่อ
แทนที่น้่าในเนื้อเยื่อ อย่างละ 2 คร้ัง จากนั้นน่าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 1500 rpm 10 นาที 
ตามล่าดับ หลังจากนั้นฝังโอโอไซต์ลงในพาราฟิน โดยการอัดความดันเป็นเวลา 30 นาที และท่า 
embed เป็น paraffin block และน่ามาตัด section ให้มีความหนา 5 ไมโครเมตร และท่าการอบไว้ที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นท่าการขจัดพาราฟินออกโดยการ แช่ใน 
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xylene คร้ังที่ 1เป็นเวลา 5 นาที และ xylene คร้ังที่ 2 เป็นเวลา 4 นาทีและท่าการเอาน้่าเข้าเซลล์โดย
ผ่านแชส่ารละลายแอลกอฮอลที่ระดับความเข้มข้นสูงไปต่่า 100%, 95%, 80% และน่ามาท่าการย้อม
สี H&E ตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

 
การตรวจดูลักษณะทางจุลกายวิภาคของ cumulus-oocyte complexes (COCs) โดยการย้อมสี 

periodic acid Schiff (PAS)-hematoxylin  (ดัดแปลงมาจากวิธีของ Hewitt et al.,1998 และ 

Rodrigues et al., 2004) 
 

หลังจากบ่มโอโอไซต์จากการทดลองทั้ง 5 กลุ่ม เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ในตู้ควบคุม
คาร์บอนไดออกไซด์ 5% น่าโอโอไซต์มาล้าง 3 คร้ังใน TCM 199 medium และท่าการคงสภาพโอ
โอไซต์ด้วย Bouin’s fluid เป็นเวลา 24 ชั่วโมงที่อุณหภูมิห้อง และท่าการขจัดน้่าออกโดยผ่านใน
สารละลายเอลกอฮอลที่ระดับความเข้มข้นต่่าไปสูง 80%, 95%, 100% และใส่ลงใน xylene เพื่อ
แทนที่น้่าในเนื้อเยื่อ อย่างละ 2 คร้ัง โคยน่าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 1500 rpm 10 นาที 
ตามล่าดับ หลังจากนั้นฝังโอโอไซต์ลงในพาราฟิน โดยการอัดความดันเป็นเวลา 30 นาที และท่า 
embed เป็น block paraffin และน่ามาตัด section ให้มีความหนา 5 ไมโครเมตร และท่าการอบไว้ที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นน่ามาท่าการย้อมสีด้วย periodic acid 
Schiff (PAS)-hematoxylin ตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์ เพื่อตรวจดูการติดสี PAS ที่ zona 
pellucida และวัดความหนาของ zona pellucida จากภาพถ่ายด้วยโปรแกรม image analysis 
(Rodrigues et al., 2004) 

 
การตรวจดูลักษณะของโครงสร้าง zona pellucida (ZP) โดยวิธี Lectin Histochemistry  (ดัดแปลง

มาจากวิธีของ Verini-Supplizi et al., 1996 และ Hewitt et al., 1998) 
 

หลังจากบ่มโอโอไซต์จากการทดลองทั้ง 5 กลุ่ม เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ในตู้ควบคุม
คาร์บอนไดออกไซด์ 5% น่าโอโอไซต์มาล้าง 3 คร้ังใน TCM 199 medium และท่าการคงสภาพโอ
โอไซต์ด้วย Bouin’s fluid เป็นเวลา 24 ชั่วโมงที่อุณหภูมิห้อง และท่าการขจัดน้่าออกโดยผ่านใน
สารละลายแอลกอฮอลที่ระดับความเข้มข้นต่่าไปสูง 80%, 95%, 100% และใส่ลงใน xylene เพื่อ
แทนที่น้่าในเนื้อเยื่อ อย่างละ 2 คร้ัง โคยน่าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 1500 rpm 10 นาที 
ตามล่าดับ หลังจากนั้นฝังโอโอไซต์ลงในพาราฟิน โดยการอัดความดันเป็นเวลา 30 นาที และท่า 
embed เป็น paraffin block และน่ามาตัด section ให้มีความหนา 5 ไมโครเมตร และท่าการอบไว้ที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (Verini-Supplizi et al., 1996) หลังจากนั้นน่า
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เนื้อเยื่อมาบ่มด้วยสารละลาย Lectin ที่ติดฉลากด้วย biotin อันประกอบด้วย Pisum sativum 
agglutinin (PSA), Succinylated-wheat germ agglutinin (s-WGA ), Lycopersicon esculentum lectin 
(LEL), Griffonia simplicifolia lectin-II (GSL-II), Vicia villosa agglutinin (VVA) และ Erythrina 
cristagalli lectin (ECL) โดยใช้ Lectin แต่ละชนิดที่ความเข้มข้น 5-20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
(Blackmore et al, 2004) สไลด์ที่ใช้เป็นกลุ่มควบคุมจะบ่มสไลด์ด้วยสารละลาย lectin กับ
สารละลายน้่าตาลที่จ่าเพาะต่อ lectin แต่ละชนิด (ตารางที่ 3) ที่เข้มข้น 0.2-0.4 โมลาร์ เติม 
Fluorescein-conjugated Avidin D และ/หรือ Rhodamine -conjugated Avidin D หลังจากนั้นน่า
สไลด์บ่มใน humidified chamber เป็นเวลา 2 ชั่วโมงที่อุณหภูมิห้องในที่มืด ต่อมาน่ามาล้าง 3 คร้ัง 
ใน PBS แล้วน่ามาท่าการ mount ด้วย mounting medium และน่าไปท่าการศึกษาโดยใช้กล้อง 
epifluorescence microscope (Blackmore et al, 2004 and Verini-Supplizi et al., 1996) 
 
ตารางท่ี 3  แ สดง Lectin และหมู่น้่าตาลที่จับกับ Lectin ที่ใช้ในการทดสอบ 
 

Lectins หมู่น ่าตาลที่ lectin จับ 

Pisum sativum agglutinin (PSA) α-Mannose 

Succinylated-wheat germ agglutinin (s-WGA ) α-D-N-acetylglucosamine  

Lycopersicon esculentum lectin (LEL) α-D-N-acetylglucosamine  

Griffonia simplicifolia lectin-II (GSL-II) α- and β-D-N-acetylglucosamine  

Vicia villosa agglutinin (VVA) β-D-N-acetylgalactosamine  

Erythrina cristagalli lectin (ECL) β-D-galactose(1,4) N-acetylgalactosamine 

 
ท่ีมา: Blackmore et al. (2004) 
  

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=N-Acetylglucosamine&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=N-Acetylglucosamine&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=N-Acetylglucosamine&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=N-Acetylgalactosamine&action=edit&redlink=1
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การวัดขนาดของ Oocyte และขนาดของ Zona pellucida 
 
 ขนาดของ oocyte ค่านวณจากโปรแกรม Image Analysis Software (Cell D; Olympus) ใน
การใช้วัดขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลางของ oocyte โดยใช้ COCs จากการย้อมด้วย H&E และ PAS 
ที่มองเห็นนิวเคลียสอยู่บริเวณกลางเซลล์ โดยวัดจ่านวนสองเส้นตัดกันผ่านกลางเซลล์ และวัด
จ่านวน 10 ตัวอย่างในแต่ละกลุ่มการทดลอง และน่ามาหาค่าเฉลี่ยดังรูปที่ 15 
 

ขนาดของ Zona pellucida โดยค่านวณจากโปรแกรม Image Analysis Software (Cell D; 
Olympus) ในการใช้วัดขนาดของ Zona pellucida โดยใช้ COCs จากการย้อมด้วย H&E และ PAS ที่
มองเห็นนิว เคลียสอยู่บ ริ เวณกลางเซลล์  วัดบริเวณขอบของโอโอไซต์ที่มีการติดสีของ 
Hematoxyline และสีของ PAS ดังรูปที่ 15 วัดจ่านวนกลุ่มการทดลองละ 10 ตัวอย่าง วัดจ่านวน 30 
จุดรอบโอโอไซต์ และน่ามาหาค่าเฉลี่ยดังรูปที่ 15 

 

 
ภาพท่ี 15  ภาพแสดงการวัดขนาดโอโอไซต์ และ zona pellucida ของสุนัข 
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การวิเคราะห์ความเข้มของการติดของ Lectin 
 
 การวิเคราะห์ความเข้มของเลคตินท่าโดยการค่านวณจากโปรแกรม Image Analysis 
Software (Cell D; Olympus) โดยวิเคราะห์จากการวัดความเข้มของ fluorescence ที่ติดฉลากบนเล
คตินจากจ่านวน 30 ตัวอย่างในแต่ละกลุ่มการทดลอง และน่ามาหาค่าเฉลี่ย และน่าค่าเฉลี่ยที่ได้มา
ท่าการจัดกลุ่มในการให้คะแนนโดยแบ่งกลุ่มการให้คะแนนเป็น 4 กลุ่มคือ คะแนนน้อยกว่า 1 เป็น -
, ไม่ติด lectin; ช่วงคะแนน 1-15 เป็น +, ติดสีอ่อน; ช่วงคะแนน 16-30 เป็น ++ ติดสีปานกลาง; ช่วง
คะแนนมากกว่า 30 เป็น +++ ติดสีเข้ม 
 
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 

ร้อยละของการรอดชีวิตของโอโอไซต์ระหว่างกลุ่มการทดลองจะถูกเปรียบเทียบโดยใช้วิธี
รูปแบบบล็อกสุ่มสมบูรณ์ (Randomized Complete Block Design, RCBD) และจะถูกเปรียบเทียบ
โดยใช้วิธี Duncan’s New Multiple Comparison Test โดยการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติทั้งหมดด้วย
โปรแกรม SPSS เวอร์ชัน 17.0 และก่าหนดระดับความเชื่อมั่นอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติที่ 95% 
(P<0.05) 
  



 

 

38 

ผลและวิจารณ์ 

 
ผล 

 
ร้อยละการรอดชีวิตของ COCs 
 

ผลการศึกษาร้อยละการรอดชีวิตของ COCs ด้วยการย้อมด้วย PI แสดงร้อยละการรอดชีวิต
ของ COCs จากกลุ่มการทดลองทั้ง 5 กลุ่มโดยแสดงค่าเฉลี่ยพร้อมค่าเบี่ยงเบนมาตราฐานของแต่ละ
กลุ่มการทดลองที่มีจ่านวนสุนัขกลุ่มละ 5 ตัว ร้อยละการรอดชีวิตของ COCs ในกลุ่มควบคุมและ
การทดลองที่ 2-5 เท่ากับ 84.77 เปอร์เซนต์, 73.36 เปอร์เซนต์, 74.40 เปอร์เซนต์, 72.13 เปอร์เซนต์ 
และ 72.40 เปอร์เซนต์ ตามล่าดับ ดังตารางที่ 4 และภาพที่ 15 โดยพบว่าร้อยละการรอดชีวิตของ 
COCs ในกลุ่มควบคุมมีค่าสูงกว่ากลุ่มอื่นอย่างมีนัยส่าคัญ เมื่อพิจารณาผลของความเข้มข้นของ EG 
ที่มีต่อร้อยละการรอดชีวิต พบว่ากลุ่มที่แช่สารป้องกันการแช่แข็ง  EG เข้มข้น 1.5 และ 3 โมลาร์ ที่
ไม่ผ่านการแช่แข็ง ที่มีค่าเท่ากับ 73.36±2.22 เปอร์เซ็นต์ และ 74.40±3.11 เปอร์เซ็นต์  ตามล่าดับ ซึ่ง
ไม่แตกต่างกันทางสถิติ กลุ่มที่แช่สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 1.5 และ 3 โมลาร์ โดยผ่านการ
แช่แข็งโดยวิธี SSV มีค่าเท่ากับ 72.13±1.36 เปอร์เซ็นต์ และ 72.40±2.77 เปอร์เซ็นต์ ตามล่าดับ และ
ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (ดังภาพที่ 15 และ ตารางที่ 4) 

 
 ผลของการแช่แข็งวิธี SSV ที่มีต่อร้อยละการรอดชีวิตของ COCs พบว่า COCs ที่แช่ใน
สารละลายที่มีระดับความเข้มข้นของ EG เดียวกันไม่ว่าจะเป็น ที่ระดับความเข้มข้น 1.5 หรือ 3.0 โม
ลาร์ มีร้อยละการรอดชีวิตของ COCs ที่ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ แต่เมื่อเทียบกลุ่มการทดลอง
ทุกกลุ่มที่กล่าวมากับกลุ่มควบคุมหรือกลุ่มโอโอไซต์ชนิดสด ที่มีร้อยละการรอดชีวิตของ COCs 
เท่ากับ 84.77±3.27 เปอร์เซ็นต์ ก็พบว่าแตกต่างอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ (P < 0.05)  
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ภาพท่ี 16  กราฟแสดง % การรอดชีวิตของ COCs ในแต่ละกลุ่มการทดลองและแสดงค่าเบี่ยงเบน

มาตราฐาน 
 
หมายเหตุ: Control, กลุ่มควบคุม; V1 N.F., COCs ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 

1.5 M); V2 N.F., COCs ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 3 M); V1 F., 
COCs ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 1.5 M) และผ่านการแช่แข็งโดย
วิธี vitrification; V2 F., COCs ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 3 M) 
และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification 
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ตารางท่ี 4  แสดงอัตราการรอดชีวิตของ COCs %ค่าเฉลี่ย และ ค่าความแปรปรวน 
 

สุนัข 

การทดลอง 

COCs ชนิดสด 
ชนิดแช่สารป้องกันการแช่
แข็ง (ethylene glycol 1.5 

M) 

ชนิดแช่สารป้องกันการแช่
แข็ง (ethylene glycol 3 M) 

ชนิดแช่สารป้องกันการแช่
แข็ง (ethylene glycol 1.5 M) 

และผ่านการแช่แข็ง 

ชนิดแช่สารป้องกันการแช่
แข็ง (ethylene glycol 3 M) 

และผ่านการแช่แข็ง 
จ่านวน 
COCs ที่

ตรวจสอบ 

จ่านวน 
COCs (%) ที่

รอดชีวิต 

จ่านวน 
COCs ที่

ตรวจสอบ 

จ่านวน 
COCs (%) ที่

รอดชีวิต 

จ่านวน 
COCs ที่

ตรวจสอบ 

จ่านวน 
COCs (%) ที่

รอดชีวิต 

จ่านวน 
COCs ที่

ตรวจสอบ 

จ่านวน 
COCs (%) ที่

รอดชีวิต 

จ่านวน 
COCs ที่

ตรวจสอบ 

จ่านวน 
COCs (%) ที่

รอดชีวิต 
1 20 17(85%) 30 23(76.67%) 30 21(70%) 30 22(73.33%) 30 22(73.33%) 
2 24 20(83.33%) 24 17(70.83%) 24 22(73.33%) 30 22(73.33%) 30 21(70%) 
3 40 35(87.5%) 50 37(74%) 50 35(78%) 50 36(72%) 50 35(70%) 
4 20 16(80%) 30 22(73.33%) 30 23(76.67%) 30 21(70%) 30 23(76.67%) 
5 50 44(88%) 50 32(72%) 50 37(74%) 50 36(72%) 50 36(72%) 

Mean   84.77%ก   73.36%ข   74.40%ข   72.13%ข   72.40%ข 
SD   3.27   2.22   3.11   1.36   2.77 

 
หมายเหตุ: ก และ ข ในแถวแนวนอนเดียวกันต่างกันอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ (P< 0.05) 
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การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ Cumulus-oocyte complexes 
 

การเปลี่ยนแปลงลักษณะทางจุลกายวิภาคของ cumulus-oocyte complexes จาก phase 
contrast 

 
จากการศึกษาลักษณะโครงสร้างของ COCs ที่ได้จากกลุ่มทดลองทุกกลุ่มด้วย phase 

contrast COCs ของสุนัขที่ปกติมีลักษณะของโอโอไซต์ที่ภายในไซโตพลาสซึมมองเห็นเป็นสีด่า
จาก lipid yolk droplet และพบมี cumulus cell ล้อมรอบโอโอไซต์มากกว่า 2 ชั้นขึ้นไป และเห็นชั้น
ของ ZP มีลักษณะวาวใสล้อมรอบโอโอไซต์ ภายหลังการทดลองพบมีความผิดปกติกับ COCs ที่
โครงสร้างส่วนต่างๆ ได้แก่  พบลักษณะการเกิด mass cumulus cell นอกชั้น cumulus cell เห็นเป็น
ลักษณะของกลุ่ม cumulus cell มารวมตัวกันเป็นกลุ่มเป็นก้อน อาจพบการร่ัวไหลของไซโตพลา
สซึมออกนอกโอโอไซต์ cumulus cell หลุดหายไปท่าให้ชั้นของcumulus cell ที่ล้อมรอบโอโอไซต์
บางลง หรืออาจพบว่าไม่มี cumulus cell เหลืออยู่เลย ดังภาพที่ 17 
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ภาพท่ี 17  แสดงภาพลักษณะโครงสร้างของ COCs (ก) ลักษณะ COCs ที่ปกติ (ข) ลักษณะของ 

mass cumulus cell (ค) ลักษณะของไซโตพลาสซึมลั่ว (ง) ลักษณะของ cumulus cell 
บางส่วนกระจายหลุดหายไป (จ) ลักษณะของ cumulus cell ทั้งหมดกระจายหลุดหายไป 
และไซโตพลาสซึมเสียหาย 
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การศึกษาขนาดของโอโอไซต์และความหนาของ zona pellucida 
 

จากการศึกษาขนาดของโอโอไซต์พบว่าขนาดของโอโอไซต์ในกลุ่มควบคุมหรือโอโอไซต์
ชนิดสดมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 100.11ไมโครเมตร เมื่อท่าการเปรียบเทียบกับกลุ่มที่แช่
สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 1.5 และ 3 โมลาร์ พบว่าไม่มีความแตกต่างกันแต่เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มที่แช่แข็งใช้ EG เข้มข้น 1.5 และ 3 โมลาร์พบว่ามีความแตกต่างกัน และขนาด
ของโอโอไซต์ในกลุ่มที่แช่สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 1.5 และ 3 โมลาร์ มีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางเท่ากับ 97.99 และ 98.17 ไมโครเมตร เมื่อท่าการเปรียบทียบทางสถิติระหว่างทั้งสองกลุ่ม
พบว่าไม่มีความแตกต่างกัน และขนาดของโอโอไซต์ในกลุ่มที่ผ่านการแช่แข็งโดยวิธี SSV ทั้งที่แช่
สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 1.5 และ 3 โมลาร์ มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 93.35 และ 
93.66 ไมโครเมตร เมื่อท่าการเปรียบทียบทางสถิติระหว่างทั้งสองกลุ่มพบว่าไม่มีความแตกต่างกัน 
และเมื่อท่าการเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่แช่สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 1.5 โมลาร์ กับกลุ่ม
ที่แช่แข็งใช้ EG เข้มข้น 1.5 โมลาร์ พบว่ามีความแตกต่างกันทางสถิติ กลุ่มที่แช่สารป้องกันการแช่
แข็ง EG เข้มข้น 3 โมลาร์ กับกลุ่มที่แช่แข็งใช้ EG เข้มข้น 3 โมลาร์ พบว่ามีความแตกต่างกันทาง
สถิติเช่นกัน  

 
ความหนาของ ZP ในกลุ่มควบคุมมีขนาดเท่ากับ 1.83 ไมโครเมตร เมื่อท่าการเปรียบเทียบ

กับกลุ่มที่แช่สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 1.5 โมลาร์ พบว่าไม่มีความแตกต่างกันแต่เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มที่แช่สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 3 โมลาร์พบว่ามีความแตกต่างกันทาง
สถิติ และเปรียบเทียบกับกลุ่มที่แช่แข็งใช้ EG เข้มข้น 1.5 และ 3 โมลาร์พบว่ามีความแตกต่างกัน 
และความหนาของ ZP ในกลุ่มที่แช่สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 1.5 และ 3 โมลาร์ มีความ
หนาของ ZP เท่ากับ 1.72 และ 1.35 ไมโครเมตร เมื่อท่าการเปรียบทียบทางสถิติระหว่างทั้งสองกลุ่ม
พบว่ามีความแตกต่างกันทางสถิติ และความหนาของ ZP ในกลุ่มที่ผ่านการแช่แข็งโดยวิธี SSV ทั้งที่
แช่สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 1.5 และ 3 โมลาร์ มีขนาดเท่ากับ 1.29 และ 1.27 ไมโครเมตร 
เมื่อท่าการเปรียบทียบทางสถิติระหว่างทั้งสองกลุ่มพบว่าไม่มีความแตกต่างกัน และเมื่อเปรียบเทียบ
ระหว่างกลุ่มที่แช่สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 1.5 โมลาร์ กับกลุ่มที่แช่แข็งใช้ EG เข้มข้น 1.5 
โมลาร์ พบว่ามีความแตกต่างกันทางสถิติ 
  



 

 

44 

 

ตารางท่ี 5  แสดงขนาดของโอโอไซต์ และ ความหนาของ zona pellucida 
 

ชนิดของโอโอไซต์ ขนาดของโอโอไซต์ ความหนาของ ZP 
โอโอไซต์ชนิดสด 100.11 ± 1.95

ก 1.83 ± 0.14
ก 

โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง  
(ethylene glycol 1.5 M) 

97.99 ± 1.33
ก 1.72 ± 0.18

ก 

โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง  
(ethylene glycol 3.0 M) 

98.17 ± 1.04
ก
 1.35 ± 1.31

ข 

โอดอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง  
(ethylene glycol 1.5 M) และผ่านการแช่แข็ง 

93.35 ± 1.95
ข
 1.29 ± 0.07

ข 

โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง  
(ethylene glycol 3.0 M) และผ่านการแช่แข็ง 

93.66 ± 1.84
ข 1.27 ± 0.07

ข 

 
การเปลี่ยนแปลงลักษณะทางจุลกายวิภาคของ Cumulus-oocyte complexes โดยการย้อมสี 
Hematoxylin & Eosin และ periodic acid shift 

 
จากการย้อมสี Hematoxylin & Eosin เพื่อดูลักษณะทางจุลกายวิภาคศาสตร์ของโครงสร้าง

ของ COCs พบว่าลักษณะปกติของโอโอไซต์มีดังนี้ โอโอไซต์กลมมี cumulus cell ล้อมรอบหลาย
ชั้น และภายในพบนิวเคลียสที่มี nucleolus ลักษณะภายในไซโตพลาสซึมพบมีการกระจายของ 
lipid yolk droplets ซึ่งติดสี eosinophilic และพบการติดสี eosinophilic ของ zona pellucida ซึ่งมี
ลักษณะเป็นวงแหวนล้อมรอบโอโอไซต์ ดังภาพที่ 18 (ก) ความผิดปกติที่เกิดขึ้นภายใน COCs ที่พบ 
ได้แก่ ในไซโตพลาสซึมพบมีลักษณะของ cytoplasmic vacuole เกิดขึ้นเมื่อท่าการย้อมสีจะเห็น
ลักษณะเป็นช่องกลมไม่ติดสีภายในไซโตพลาสซึม ดังภาพที่ 18 (ข) COCs บางส่วน สูญเสีย 
cumulus cell ไป ดังรูปที่ 18 (ข, ค, ง และ จ) zona pellucida ที่หุ้มโอโอไซต์บางเซลล์ มีลักษณะขาด
แหว่งไม่สมบูรณ์ ลักษณะความเสียหายที่เกิดขึ้นกับ zona pellucida นี้จะพบได้อย่างชัดเจนใน
ตัวอย่างเน้ือเยื่อที่ย้อมด้วยเทคนิค PAS  ดังรูปที่ 19 (ข, ง และ จ) นอกจากนี้ยังพบว่า zona pellucida 
มีลักษณะเหี่ยวแตกต่างจากลักษณะวงแหวนที่พบในโอโอไซต์ปกติ ดังรูปที่ 19 (ค)  ความเสียหายที่
กิดขึ้นอาจพบที่ oolemma ซึ่งมีลักษณะขาดแหว่งเสียหาย ดังภาพที่ 18 (ค และ จ)  

http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1280&bih=603&sa=X&ei=W6s8T9eiH9DJrAfvtoXBBw&ved=0CBkQBSgA&q=%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%94%E0%B8%AA%E0%B8%B5+eosinophilic&spell=1
http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1280&bih=603&sa=X&ei=W6s8T9eiH9DJrAfvtoXBBw&ved=0CBkQBSgA&q=%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%94%E0%B8%AA%E0%B8%B5+eosinophilic&spell=1
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ภาพท่ี 18  ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์แสดงลักษณะของโอโอไซต์ ที่ย้อมด้วยสี Hematoxylin & 
Eosin (ก) ลักษณะโอโอไซต์ที่ปกติ (ข) ลักษณะของโอโอไซต์ที่ vacuole และเกิดการ
กระจายหลุดของ cumulus cell (ค) ลักษณะของโอโอไซต์ที่เกิด vacuole ท่าให้ 
oolemma ขาดแหว่ง และเกิด cumulus cell กระจายหลุดออกจากโอโอไซต์ (ง) ลักษณะ
ของโอโอไซต์เกิด cumulus cell กระจายหลุดออกจากโอโอไซต์ (จ) ลักษณะของโอโอ
ไซต์เกิด vacuole ขนาดใหญ่ และเกิด cumulus cell กระจายหลุดออกจากโอโอไซต์ 
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ภาพท่ี 19  ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์แสดงลักษณะของโอโอไซต์ที่ย้อมด้วยสี Periodic acid 

Shifft (ก) ลักษณะของโอโอไซต์ที่มี zona pellucida สมบูรณ์ (ข) ลักษณะของ zona 
pellucida แหว่งไม่ครบวงรอบโอโอไซต์ (ค) ลักษณะของ zona pellucida ที่เกิดการ
เห่ียวตามลักษณะโอโอไซต์ (ง) ลักษณะของ zona pellucid ที่แหว่งจากการเกิด vacuole 
(จ) ลักษณะ zona pellucida ที่แหว่ง และมีรูปทรงที่ผิดปกติ 



 

 

4
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ตารางท่ี 6  แสดงร้อยละโอโอไซต์ที่มีความผิดปกติของโครงสร้างต่างๆ 
 

กลุ่ม การทดลอง SSV 
ร้อยละ COCs ที่มีความผิดปกติของโครงสร้างต่างๆ 

Oolemma 
ฉีกขาด 

Cytoplasm 
Vacuole 

Zona pellucida 
เสียหาย 

Cumulus cell 
หลุดกระจาย 

1 โอโอไซต์ชนิดสด ไม่ผ่าน 7±2.74ก 14±2.24ก 17±2.74ก 16±2.24ก 

2 โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 1.5 M) ไม่ผ่าน 17±2.74ข 50±3.54ข 27±2.74ข 78±2.74ข 

3 โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 3 M) ไม่ผ่าน 18±4.47ข 43±2.74ค 27±2.74ข 72±2.74ค 

4 
โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 1.5 M) 
และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification 

ผ่าน 17±2.74ข 34±4.18ง 28±2.74ข 72±2.74ค 

5 
โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 3 M) 
และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification 

ผ่าน 17±2.74ข 42±2.74ค 40±3.56ค 78±2.74ข 

 
หมายเหตุ: ก และ ข ในแถวเด่ียวกันต่างกันอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ (P< 0.05) 
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ภาพท่ี 20  ร้อยละของ COCs ที่ผนังเซลล์ไข่ (oolemma) ฉีกขาด 
 
ผลของการแช่แข็งต่อร้อยละของ cumulus-oocyte complexes ท่ีมีโครงสร้างท่ีผิดปกติของผนัง
เซลล์ไข่ (Oolemma) 
 

ร้อยละของ COCs ที่มีความผิดปกติของผนังเซลล์ในกลุ่มควบคุมที่มีค่าเท่ากับ 7±2.74 
เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มอ่ืนๆ พบว่าแตกต่างอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อ
พิจารณาผลของความเข้มข้นของ EG ที่มีต่อร้อยละของ COCs ที่มีความเสียหายต่อผนังเซลล์ไข่ 
พบว่าในกลุ่มที่แช่สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 1.5 และ 3 โมลาร์ โดยไม่ผ่านการแช่แข็งที่มี
ค่าร้อยละความเสียหายต่อผนังเซลล์ไข่เท่ากับ 17±2.74 เปอร์เซ็นต์ และ 18±4.47 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล่าดับ เมื่อท่าการเปรียบเทียบระหว่างทั้งสองกลุ่มพบว่าไม่มีความแตกต่างกัน ขณะที่ร้อยละ
ของ COCs ที่มีความเสียหายต่อผนังเซลล์ไข่ ในกลุ่มที่แช่สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 1.5 
และ 3 โมลาร์ ที่ผ่านการแช่แข็งโดยวิธี SSV มีค่าเท่ากับ 17±2.74 และ 17±2.74 เปอร์เซ็นต์ เมื่อท่า
การเปรียบเทียบระหว่างทั้งสองกลุ่มพบว่าไม่แตกต่างกัน และเมื่อเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่แช่สาร
ป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 1.5 โมลาร์ทั้งที่ไม่แช่แข็งและแช่แข็งพบว่าไม่แตกต่างกัน
เช่นเดียวกันกับการเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่แช่สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 3 โมลาร์ ทั้งที่
ไม่แช่แข็งและแช่แข็งพบว่าไม่แตกต่างกัน 
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ภาพท่ี 21  ร้อยละของ COCs ที่เกิด cytoplasmic vacuole 
 
ผลของการแช่แข็งต่อร้อยละของ cumulus-oocyte complexes ท่ีมีโครงสร้างท่ีผิดปกติของการเกิด 
crytoplasmic vacuole 
 

ร้อยละของ COCs ที่มีความผิดปกติของการเกิด crytoplasmic vacuole ในกลุ่มควบคุมมีค่า
เท่ากับ 14±2.24 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มอื่นๆ พบว่าแตกต่างอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) เมื่อพิจารณาผลของความเข้มข้นของ EG ที่มีต่อร้อยละของ COCs ที่เกิด crytoplasmic 
vacuole พบว่าในกลุ่มที่แช่สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 1.5 และ 3 โมลาร์ โดยไม่ผ่านการแช่
แข็งที่มีค่าร้อยละการเกิด crytoplasmic vacuole เท่ากับ 50±3.54 และ 43±2.74 เปอร์เซ็นต์ เมื่อท่า
การเปรียบเทียบระหว่างทั้งสองกลุ่มพบว่ามีความแตกต่างกันทางสถิติ ขณะที่ร้อยละของ COCs ที่
เกิด crytoplasmic vacuole ในกลุ่มที่แช่สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 1.5 และ 3 โมลาร์ ที่ผ่าน
การแช่แข็งโดยวิธี SSV มีค่าเท่ากับ 34±4.18 และ 42±2.74 เปอร์เซ็นต์ เมื่อท่าการเปรียบเทียบ
ระหว่างทั้งสองกลุ่มพบว่ามีความแตกต่างกัน และเมื่อท่าการเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่แช่สาร
ป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 1.5 โมลาร์ทั้งที่ไม่แช่แข็งและแช่แข็งพบว่ามีความแตกต่างกัน และ
การเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่แช่สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 3 โมลาร์ ทั้งที่ไม่แช่แข็งและ
แช่แข็งพบว่าไม่แตกต่างกัน ดังตารางที่ 5  
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ภาพท่ี 22  ร้อยละของ COCs ที่มี cumulus cell ลอกหลุด 
 
ผลของการแช่แข็งต่อร้อยละของ cumulus-oocyte complexes ท่ีมีโครงสร้างท่ีผิดปกติของ 
cumulus cell 
 

ร้อยละของ COCs ที่มีความผิดปกติของ cumulus cell ในกลุ่มควบคุมมีค่าเท่ากับ 16±2.24 
เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มอ่ืนๆ พบว่าแตกต่างอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อ
พิจารณาผลของความเข้มข้นของ EG ที่มีต่อร้อยละของ COCs ที่มีความเสียหายของ cumulus cell 
พบว่าในกลุ่มที่แช่สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 1.5 และ 3 โมลาร์ โดยไม่ผ่านการแช่แข็งที่มี
ค่าร้อยละความเสียหายของ cumulus cell เท่ากับ 78±2.74 และ 72±2.74 เปอร์เซ็นต์ เมื่อท่าการ
เปรียบเทียบระหว่างทั้งสองกลุ่มพบว่ามีความแตกต่างกันทางสถิติ และร้อยละของ COCs ที่มีความ
เสียหายต่อ cumulus cell ในกลุ่มที่แช่สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 1.5 และ 3 โมลาร์ ที่ผ่าน
การแช่แข็งโดยวิธี SSV มีค่าเท่ากับ 72±2.74 และ 78±2.74 เปอร์เซ็นต์ เมื่อท่าการเปรียบเทียบ
ระหว่างทั้งสองกลุ่มพบว่ามีความแตกต่างกันทางสถิติ และเมื่อท่าการเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่แช่
สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 1.5 โมลาร์ทั้งที่ไม่แช่แข็งและแช่แข็งพบว่ามีความแตกต่างกัน 
และการเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่แช่สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 3 โมลาร์ ทั้งที่ไม่แช่แข็ง
และแช่แข็งพบว่ามีความแตกต่างกันทางสถิติเช่นเด่ียวกัน ดังตารางที่ 5  
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ภาพท่ี 23  ร้อยละของ COCs ที่ ZP ที่ฉีกขาด 
 
ผลของการแช่แข็งต่อร้อยละของ cumulus-oocyte complexes ท่ีมีโครงสร้างท่ีผิดปกติของ zona 
pellucida 
 

ร้อยละของ COCs ที่มีความผิดปกติของ ZP ในกลุ่มควบคุมที่มีค่าเท่ากับ 17±2.74
เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มอื่นๆ พบว่าไม่แตกต่างกันในทุกกลุ่มยกเว้นกลุ่มที่ผ่านการแช่
แข็งโดยใช่สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 3 โมลาร์ พบว่าแตกตางอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติ 
ร้อยละของ COCs ที่มีความเสียหายของ ZP พบว่าในกลุ่มที่แช่สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 
1.5 และ 3 โมลาร์ โดยไม่ผ่านการแช่แข็งที่มีค่าร้อยละความเสียหายต่อ ZP เท่ากับ 27±2.74 
เปอร์เซ็นต์เท่ากันทั้งสองกลุ่ม เมื่อท่าการเปรียบเทียบระหว่างทั้งสองกลุ่มพบว่าไม่มีความแตกต่าง
กัน และร้อยละของ COCs ที่มีความเสียหายต่อ ZP ในกลุ่มที่แช่สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 
1.5 และ 3 โมลาร์ ที่ผ่านการแช่แข็งโดยวิธี SSV มีค่าเท่ากับ 28±2.74 และ 40±3.56 เปอร์เซ็นต์ การ 
เมื่อท่าการเปรียบเทียบระหว่างทั้งกลุ่มพบว่ามีความแตกต่างกันทางสถิติ และเมื่อท่าการเปรียบเทียบ
ระหว่างกลุ่มที่แช่สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 1.5 โมลาร์ทั้งที่ไม่แช่แข็งและแช่แข็งพบว่าไม่
แตกต่างกัน และการเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่แช่สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 3 โมลาร์ ทั้งที่
ไม่แช่แข็งและแช่แข็งพบว่ามีความแตกต่างกันทางสถิติ ดังตารางที่ 5 
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ลักษณะโครงสร้างทางจุลกายวิภาคของ Cumulus-oocytes complexs (COCs) โดยการศึกษาจากวิธี 
Lectin Histochemistry 
 
 จากการศึกษาลักษณะทางจุลกายวิภาคของ COCs โดยวิธี Lectin Histochemistry โดยใช้  
เลคติน 6 ชนิด เพื่อตรวจดูโครงสร้างของ COCs พบว่าเลคตินแต่ละชนิดสามารถจับบริเวณ
โครงสร้างของโอโอไซต์ได้ 3 ส่วนคือ cumulus cell, ZP และ oolemma ที่ระดับความเข้มที่แตกต่าง
กันออกไปดังนี้  
 

การติดของ lectin PSA และ GSL II พบติดที่บริเวณโครงสร้างที่ ZP และ cumulus cell ใน
กลุ่มควบคุมโดยมีระดับการติดสีที่อ่อน และ lectin VVA พบติดที่บริเวณโครงสร้างที่ oolemma, ZP 
และ cumulus cell ในกลุ่มควบคุมโดยมีระดับการติดสีที่อ่อน 
 

การติดสีของ lectin ECL พบติดที่บริเวณโครงสร้างทั้ง 3 ส่วนในกลุ่มควบคุมและกลุ่มแช่
สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 1.5 โมลาร์ โดยติดสีปานกลาง แต่ในกลุ่มแช่สารป้องกันการแช่
แข็ง EG เข้มข้น 3 โมลาร์ และ กลุ่มที่แช่สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 1.5 และ 3 โมลาร์ และ
ผ่านการแช่แข็งโดยวิธี SSV ติดสีอ่อน  

 
การติดสีของ lectin LEL พบติดที่บริเวณโครงสร้าง 2 ส่วนคือ ZP และ cumulus cell ใน

กลุ่มควบคุมติดสีเข้มและกลุ่มแช่สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 1.5 และ 3 โมลาร์ ทั้งที่ไม่ผ่าน
การแช่แข็งและผ่านการแช่แข็งโดยวิธี SSV ติดสีปานกลาง  

 
การติดสีของ lectin s-WGA พบติดที่บริเวณโครงสร้าง2 ส่วนคือ ZP และ cumulus cell ใน

กลุ่มควบคุมและกลุ่มแช่สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 1.5 และ 3 โมลารต์ิดสีปานกลาง 
 
ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า การแช่แข็งโดยวิธี SSV มีผลต่อความเสียหายของน้่าตาล α and β-N-

acetyl glucosamine และ β-D-N-acetylgalactosamine ที่อยู่บน ZP และ cumulus cell ของโอโอไซต์ 
และ PSA พบว่าโอโอไซต์ในกลุ่มการทดลองที่แช่สารป้องกันการแช่แข็ง EG เข้มข้น 1.5 และ 3 โม
ลาร์ ที่ไม่ผ่านการแช่แข็งและผ่านการแช่แข็งโดยวิธี SSV ไม่ติด PSA จะติดเฉพาะแต่ในกลุ่ม
ควบคุมโดยติดสีอ่อน จากผลการทดลองนี้พบว่า สารป้องกันการแช่แข็งและการแช่แข็งโดยวิธี SSV 
มีผลต่อความเสียหายของน้่าตาล α-mannose ที่อยู่บน ZP และ cumulus cell ของโอโอไซต์  และมี

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=N-Acetylgalactosamine&action=edit&redlink=1
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ผลต่อความเสียหายของน้่าตาล β-D-N-acetylgalactosamine และ β-D-galectose (1,4) N-
acetylgalactosamineoolemma (ดังตารางที่ 7,8 และ 9; ภาพที่ 24-35) 
 

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=N-Acetylgalactosamine&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=N-Acetylgalactosamine&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=N-Acetylgalactosamine&action=edit&redlink=1
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ตารางท่ี 7  แสดงผลการติดของ Lectin บน zona pellucida ของโอโอไซต์สุนัข  
 

 
หมายเหตุ: (+) และ (-) แสดงถึงความสามารถในการติดสีในระดับต่างๆ: (-) ไม่ติด lectin; (+) ติด lectin อ่อน; (++) ติด lectin ปานกลาง; (+++) ติด lectin เข้ม  

กลุ่ม ชนิดของโอโอไซต์ PSA s-WGA GSL II ECL LEL VVA 

1 โอโอไซต์ชนิดสด + ++ + ++ +++ + 
2 โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 1.5 M) - ++ - ++ ++ - 
3 โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 3 M) - ++ - + ++ - 

4 
โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 1.5 M) 
 และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification 

- - - + ++ - 

5 
โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 3 M) 
 และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification 

- - - + ++ - 



 

 

 

 

5
5
 

ตารางท่ี 8  แสดงผลการติดของ lectin บน cumulus cell ของโอโอไซต์สุนัข  
 

 

หมายเหตุ: (+) และ (-) แสดงถึงความสามารถในการติดสีในระดับต่างๆ: (-), ไม่ติด lectin; (+), ติด lectin อ่อน; (++), ติด lectin ปานกลาง;(+++), ติด lectin เข้ม 

  

กลุ่ม ชนิดของโอโอไซต์ PSA s-WGA GSL II ECL LEL VVA 

1 โอโอไซต์ชนิดสด ++ ++ + ++ +++ + 
2 โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 1.5 M) - ++ - ++ ++ - 
3 โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 3 M) - ++ - + ++ - 

4 
โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 1.5 M) 
 และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification 

- - - + ++ - 

5 
โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 3 M) 
 และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification 

- - - + ++ - 
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ตารางท่ี 9  แสดงผลการติดของ lectin บน oolemma ของโอโอไซต์สุนัข  
 

 

หมายเหตุ: (+) และ (-) แสดงถึงความสามารถในการติดสีในระดับต่างๆ: (-), ไม่ติด lectin; (+), ติด lectin อ่อน; (++), ติด lectin ปานกลาง; (+++), ติด lectin เข้ม 

กลุ่ม ชนิดของโอโอไซต์ PSA s-WGA GSL II ECL LEL VVA 

1 โอโอไซต์ชนิดสด - - - ++ - + 
2 โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 1.5 M) - - - ++ - - 
3 โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 3 M) - - - + - - 

4 
โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 1.5 M) 
 และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification 

- - - + - - 

5 
โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 1.5 M) 
 และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification 

- - - + - - 
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ภาพท่ี 24  ภาพถ่ายจากกล้องฟลูออเลสเซนต์แสดงลักษณะของโอโอไซต์ใน ที่ย้อมด้วย Lectin PSA
ที่ติดฉลากด้วย Fluorescein Avidin D; con, กลุ่มควบคุม; V1 N.F., โอโอไซต์ชนิดแช่สาร
ป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 1.5 M); V2 N.F., โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการ
แช่แข็ง (ethylene glycol 3 M) V1 F., โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene 
glycol 1.5 M)และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification; V2 F., โอโอไซต์ชนิดแช่สาร
ป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 3 M)และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification  
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ภาพท่ี 25  ภาพถ่ายจากกล้องฟลูออเลสเซนต์แสดงลักษณะของโอโอไซต์ใน ที่ย้อมด้วย Lectin PSA 
ที่ติดฉลากด้วย Rhodamine Avidin D; con, กลุ่มควบคุม; V1 N.F., โอโอไซต์ชนิดแช่สาร
ป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 1.5 M); V2 N.F., โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการ
แช่แข็ง (ethylene glycol 3 M) V1 F., โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene 
glycol 1.5 M)และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification; V2 F., โอโอไซต์ชนิดแช่สาร
ป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 3 M)และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification  



 

 

59 

 

 
 

ภาพท่ี 26  ภาพถ่ายจากกล้องฟลูออเลสเซนต์แสดงลักษณะของโอโอไซต์  ที่ย้อมด้วย Lectin s-
WGA ที่ติดฉลากด้วย Fluorescein Avidin D; con, กลุ่มควบคุม; V1 N.F., โอโอไซต์
ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 1.5 M); V2 N.F., โอโอไซต์ชนิดแช่
สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 3 M) V1 F., โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการ
แช่แข็ง (ethylene glycol 1.5 M)และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification; V2 F., โอโอ
ไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 3 M)และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี 
vitrification 
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ภาพท่ี 27  ภาพถ่ายจากกล้องฟลูออเลสเซนต์แสดงลักษณะของโอโอไซต์  ที่ย้อมด้วย Lectin s-
WGA ที่ติดฉลากด้วย Rhodamine Avidin D; con, กลุ่มควบคุม; V1 N.F., โอโอไซต์
ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 1.5 M); V2 N.F., โอโอไซต์ชนิดแช่
สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 3 M) V1 F., โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการ
แช่แข็ง (ethylene glycol 1.5 M)และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification; V2 F., โอโอ
ไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 3 M)และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี 
vitrification 
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ภาพท่ี 28  ภาพถ่ายจากกล้องฟลูออเลสเซนต์แสดงลักษณะของโอโอไซต์ ที่ย้อมด้วย Lectin ECL ที่
ติดฉลากด้วย Fluorescein Avidin D; con, กลุ่มควบคุม; V1 N.F., โอโอไซต์ชนิดแช่สาร
ป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 1.5 M); V2 N.F., โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกัน
การแช่แข็ง (ethylene glycol 3 M); V1 F., โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง 
(ethylene glycol 1.5 M)และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification; V2 F., โอโอไซต์ชนิด
แช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 3 M)และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี 
vitrification  



 

 

62 

 

 
 

ภาพท่ี 29  ภาพถ่ายจากกล้องฟลูออเลสเซนต์แสดงลักษณะของโอโอไซต์ ที่ย้อมด้วย Lectin ECL ที่
ติดฉลากด้วย Rhodamine Avidin D; con, กลุ่มควบคุม; V1 N.F., โอโอไซต์ชนิดแช่สาร
ป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 1.5 M); V2 N.F., โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการ
แช่แข็ง (ethylene glycol 3 M); V1 F., โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene 
glycol 1.5 M)และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification; V2 F., โอโอไซต์ชนิดแช่สาร
ป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 3 M)และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification 
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ภาพท่ี 30  ภาพถ่ายจากกล้องฟลูออเลสเซนต์แสดงลักษณะของโอโอไซต์ ที่ย้อมด้วย Lectin GSL II 
ที่ติดฉลากด้วย Fluorescein Avidin D; con, กลุ่มควบคุม; V1 N.F., โอโอไซต์ชนิดแช่สาร
ป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 1.5 M); V2 N.F., โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการ
แช่แข็ง (ethylene glycol 3 M) V1 F., โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene 
glycol 1.5 M)และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification; V2 F., โอโอไซต์ชนิดแช่สาร
ป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 3 M)และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification  
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ภาพท่ี 31  ภาพถ่ายจากกล้องฟลูออเลสเซนต์แสดงลักษณะของโอโอไซต์ ที่ย้อมด้วย Lectin GSL II 
ที่ติดฉลากด้วย Rhodamine Avidin D; con, กลุ่มควบคุม; V1 N.F., โอโอไซต์ชนิดแช่สาร
ป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 1.5 M); V2 N.F., โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการ
แช่แข็ง (ethylene glycol 3 M) V1 F., โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene 
glycol 1.5 M)และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification; V2 F., โอโอไซต์ชนิดแช่สาร
ป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 3 M)และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification 
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ภาพท่ี 32  ภาพถ่ายจากกล้องฟลูออเลสเซนต์แสดงลักษณะของโอโอไซต์ ที่ย้อมด้วย Lectin LEL ที่
ติดฉลากด้วย Fluorescein Avidin D con, กลุ่มควบคุม; V1 N.F., โอโอไซต์ชนิดแช่สาร
ป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 1.5 M); V2 N.F., โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการ
แช่แข็ง (ethylene glycol 3 M); V1 F., โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene 
glycol 1.5 M)และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification; V2 F., โอโอไซต์ชนิดแช่สาร
ป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 3 M)และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification 
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ภาพท่ี 33  ภาพถ่ายจากกล้องฟลูออเลสเซนต์แสดงลักษณะของโอโอไซต์ ที่ย้อมด้วย Lectin LEL ที่
ติดฉลากด้วย Rhodamine Avidin D con, กลุ่มควบคุม; V1N.F., โอโอไซต์ชนิดแช่สาร
ป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 1.5 M); V2 N.F., โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการ
แช่แข็ง (ethylene glycol 3 M); V1 F., โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene 
glycol 1.5 M) และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification; V2 F., โอโอไซต์ชนิดแช่สาร
ป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 3 M)และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification 
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ภาพท่ี 34  ภาพถ่ายจากกล้องฟลูออเลสเซนต์แสดงลักษณะของโอโอไซต์  ที่ย้อมด้วย Lectin VVA 
ที่ติดฉลากด้วย Fluorescein Avidin D con, กลุ่มควบคุม; V1N.F., โอโอไซต์ชนิดแช่สาร
ป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 1.5 M); V2 N.F., โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการ
แช่แข็ง (ethylene glycol 3 M); V1 F., โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene 
glycol 1.5 M) และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification; V2 F., โอโอไซต์ชนิดแช่สาร
ป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 3 M)และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification 
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ภาพท่ี 35  ภาพถ่ายจากกล้องฟลูออเลสเซนต์แสดงลักษณะของโอโอไซต์  ที่ย้อมด้วย Lectin VVA 

ที่ติดฉลากด้วย Rhodamine Avidin D; con, กลุ่มควบคุม; V1N.F., โอโอไซต์ชนิดแช่สาร
ป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 1.5 M); V2 N.F., โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการ
แช่แข็ง (ethylene glycol 3 M); V1 F., โอโอไซต์ชนิดแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (ethylene 
glycol 1.5 M) และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification; V2 F., โอโอไซต์ชนิดแช่สาร
ป้องกันการแช่แข็ง (ethylene glycol 3 M)และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี vitrification 
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วิจารณ์ 
 
 จากการรายงานที่ผ่าน การเก็บรักษาโอโอไซต์โดยวิธีวิทริฟิเกชั่นในโอโอไซต์ของมนุษย์ 
และโอโอไซต์ของสัตว์ พบว่าประสบความส่าเร็จ ดังได้มีการรายงานความส่าเร็จในการใช้วิธีวิทริฟิ
เกชั่นในการแช่แข็งโอโอไซต์ของมนุษย์คร้ังแรกในปี ค.ศ. 1999 โดย Kuleshova และคณะ จึงได้มี
การพัฒนาเทคนิคการแช่แข็งอย่างต่อเนื่องตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบันเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการเก็บ
รักษาโอโอไซต์ให้มีอัตราการรอดชีวิตที่สูงและคงคุณภาพของโอโอไซต์ และพบว่าวิธีวิทริฟิเกชั่น
เป็นวิธีการที่พบว่าท่าให้มีอัตราการรอดชีวิตของโอโอไซต์ที่สูงดังจากการรายงานของ Begin และ
คณะ (2003) พบว่าอัตราการรอดชีวิตของโอโอไซต์แกะสูงถึง 60 เปอร์เซนต์ จึงได้มีการน่าวิธีการ 
SSV มาใช้เก็บรักษาโอโอไซต์ในสัตว์หลายชนิดรวมทั้งโอโอไซต์สุนัข 
 
 จากการศึกษาความแตกต่างของร้อยละการรอดชีวิตของโอโอไซต์สุนัขระหว่างกลุ่มการ
ทดลองกับกลุ่มควบคุม พบว่าทั้งสารป้องกันการแช่แข็งและวิธีวิทริฟิเกชั่นเป็นปัจจัยส่าคัญที่มี ผล
ต่อร้อยละการรอดชีวิตของโอโอไซต์ และจากการรายงานของ Dinnyes และคณะ (2000) พบว่า
วิธีการ SSV เป็นวิธีการที่มีร้อยละการรอดชีวิตของโอโอไซต์มากที่สุดเมื่อเปรียบเที่ยบกับวิธีอ่ืนๆ 
ถึงแม้ว่าวิธีนี้จะเป็นวิธีการที่ลดอุณหภูมิอย่างรวดเร็ว และต้องใช้สารป้องกันการแช่แข็งที่มีความ
เข้มข้นสูง ซึ่งจะเป็นอันตรายต่อโอโอไซต์ได้ จากผลการทดลองที่ใช้การแช่แข็งวิธีนี้กับโอโอไซต์
ของสุนัขที่พบว่าร้อยละการรอดชีวิตของโอโอไซต์ที่ไม่แตกต่างกันของกลุ่มการทดลองที่ไม่ผ่าน
การแช่แข็งและผ่านการแช่แข็งนั้น และอัตราการรอดชีวิตของกลุ่มที่ได้รับสารป้องกันการแช่แข็ง
และผ่านการแช่แข็งอยู่ในอัตราค่อนข้างสูง (72.13-74.40 เปอร์เซ็นต์) ร้อยละการรอดชีวิตใน
การศึกษานี้พบว่ามีค่าสูงกว่าผลของการแช่แข็งด้วยวิธีvitrification ที่รายงานในสัตว์ชนิดอ่ืนๆเช่น 
กระบือ (Sharma & Purohit 2008), มนุษย์ (Selman et al., 2006), สุกร (Shi et al., 2007), และสุนัข 
(Turathum et al., 2010) ความแตกต่างนี้อาจเกิดจากการที่ใช้อุปกรณ์ที่แตกต่างกัน อย่างไรก็ตาม
จากการทดสอบเปรียบเทียบการแช่แข็งแบบ vitrification ที่ใช้ SSV และ cryoloop ในการแช่แข็งโอ
โอไซต์ของแพะกลับไม่แตกต่างกัน (Dinnyes et al., 2000) ดังนั้นอาจเป็นไปได้ว่าโอโอไซต์ของ
สุนัขสามารถทนทานต่อการแช่แข็งด้วยวิธี vitrification ได้ดีกว่าโอโอไซต์ของสัตว์ชนิดอ่ืนและการ
ใช้ EGร่วมกับ ทรีฮาโลสเป็นปัจจัยส่าคัญที่ส่งผลต่ออัตราการรอดชีวิต 
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 จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นของEG ที่แตกต่างกันไม่มีผลต่อการตายของ
โอโอไซต์ของสุนัข EG เป็นสารป้องกันการแช่แข็งชนิดซึมผ่านเข้าเซลล์ สามารถเข้าไปแทนที่น้่า
ในเซลล์ เพื่อช่วยลดการเปลี่ยนแปลงปริมาตรของเซลล์อย่างกระทันหันและช่วยป้องกันการเกิด
เกล็ดน้่าแข็ง และทรีฮาโลส เป็นสารป้องกันการแช่แข็งชนิดไม่ซึมผ่านมีบทบาทหน้าที่ส่าคัญต่อ
ร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์ระหว่างการละลาย และผลจากการน่าสารป้องกันการแช่แข็งชนิดซึม
ผ่านเซลล์และชนิดไม่ซึมผ่านเซลล์มาใช้ร่วมกันท่าให้เพิ่มประสิทธิภาพในการป้องกันอันตรายจาก
การแช่แข็งได้ดีขึ้นทั้งภายนอกและภายในเซลล์ (Jain and Paulson., 2006) EG ยังมีความเป็นพิษต่่า
เมื่อเทียบกับสารชนิดอ่ืน จึงเป็นสารที่เหมาะสมในการใช้เก็บรักษาโอโอไซต์ 
 
  การแช่แข็งแบบ vitrification มีลักษณะส่าคัญคือโอโอไซต์สัมผัสกับสารแช่แข็งที่มีความ
เข้มข้นสูงในเวลาอันสั้น ท่าให้อัตราการแช่แข็งเป็นไปอย่างรวดเร็วยิ่งยวด ความเข้มข้นของ EG ที่
นิยมใช้ คือ 3 โมลาร์ (Ali and Shelton. 1993) ทั้งนี้อัตราการแพร่ของสารและน้่าในไซโตพลาสซึม
ขึ้นกับความเข้มข้นของ EG ซึ่งมีความสัมพันธ์กับเวลาที่ใช้ในการ equilibration และการบ่มใน 
vitrification medium ( Leibo and Pool, 2011)  การที่มีปริมาณ EG ในไซโตพลาสซึมที่เหมาะสมจะ
ป้องกันการเกิดผลึกน้่าแข็งในเซลล์และลดอัตราการตายของโอโอไซต์ที่ถูกท่าลาย การใช้ EG 
เข้มข้น 1.5 และ 3 โมลาร์ในการแช่แข็งโอโอไซต์ของสุนัขแบบ SSVให้ผลดีในระดับเดียวกัน ผล
การทดลองนี้สอดคล้องกับการใช้ EG ที่ความเข้มข้นต่างๆในการแช่แข็งแบบ SSV ของโอโอไซต์
ของสุกรที่แสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นของ EG ไม่มีผลต่ออัตราการรอดชีวิตของโอโอไซต์ (Hettig 
et al., 2011)  
 
 ผลของเวลาที่ใช้ในการทดสอบในแต่ละกลุ่มการทดลองอาจมีผลต่อการรอดชีวิตหรือการ
เปลี่ยนแปลงของโครงสร้างCOC ในกลุ่มการทดลองที่ 2 และ 3 มีขั้นตอนการทดสอบน้อยกว่ากลุ่ม
ที่มีการแช่แข็ง (กลุ่มที่ 4 และ 5) และใช้เวลาน้อยกว่าซึ่งอาจมีผลต่อการรอดชีวิต แต่ผลการทดลอง 
(ตารางที่ 4) แสดงให้เห็นว่าปัจจัยเร่ืองเวลาในการทดสอบไม่มีผลต่ออัตราการรอดชีวิต แต่อย่างไรก็
ตามยังไม่มีการศึกษาถึงปัจจัยเร่ืองเวลาที่มีผลโดยตรงต่อการรอดของโอโอไซต์ในการแช่แข็ง 
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 การประเมินคุณภาพของโอโอไซต์โดยการตรวจจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาเป็น
สิ่งจ่าเป็นส่าหรับวิธีการเก็บรักษาโอโอไซต์เพื่อแสดงให้เห็นถึงความเสียหายของโครงสร้างโอโอ
ไซต์ซึ่งมักจะเกิดผลมาจากการเก็บรักษาที่เกี่ยวข้องกับวิธีการและชนิดของสารป้องกันการแช่แข็งที่
ใช้ (Coticchio et al., 2010) จากการศึกษาความเสียหายของโครงสร้างของโอโอไซต์ระหว่างกลุ่ม
การทดลองกับกลุ่มควบคุมพบว่าเกิดความแตกต่างของขนาดของโอโอไซต์และ ความหนาของ ZP 
มีขนาดที่เล็กลง การเปลี่ยนแปลงดังกล่าวอาจเป็นผลเนื่องมาจากการเก็บรักษาโอโอไซต์ไว้ใน
สารละลายเกลือ พบว่า ZP บางลงหลังจากแช่โอโอไซต์ในสารละลายเกลือที่ความเข้มข้นต่างๆ 
(Hammit et al.,1993, Strom Holst  et al., 2000) สารละลายเกลือที่มีความเข้มข้นสูง อาจไปมีผลท่า
ให้เกิดการดึงน้่าออกมาจากภายในโอโอไซต์ และองค์ประกอบอ่ืนๆที่มีอยู่ในสารละลายเกลือจะไป
ลดความสามารถในการยืดหยุ่นของผนัง ZP (Chian et al., 1991) 
 
 ความเสียหายที่พบใน COCs ของทุกกลุ่มการทดลอง ได้แก่ ZP มีลักษณะขาดแหว่ง 
cumulus cell หลุดกระจายออกจากโอโอไซต์ oolemma ฉีกขาด พบการเกิด vacuole ภายในไซโต-
พลาสซึม ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับโอโอไซต์ของสุกรหลังผ่านการแช่แข็งที่มีความผิดปกติที่
ส่าคัญซึ่งเกิดขึ้นกับโครงสร้างของเซลล์ (อดิศร และคณะ 2547) ความเสียหายของเซลล์ที่เกิด
ระหว่างกระบวนการแช่แข็ง มีสาเหตุจากการเปลี่ยนแปลงของแรงดันออสโมติกภายในเซลล์ซึ่ง
เป็นผลมาจากการซึมผ่านของสารป้องกันอันตรายจากการแช่แข็งจนเกิดการอ่ิมตัว (Kuwayama et 
al., 1999)  
 
 การหลุดลอกของ cumulus cell พบได้ในกลุ่มการทดลองที่สัมผัสกับสารป้องกันการแช่
แข็งทั้งสองความเข้มข้น (EG 1.5 และ 3 โมลาร์) และผ่านการแช่แข็งโดยวิธี SSV น่าจะเกิดจาก
ปัจจัยทั้งสอง มีผลต่อความเสียหายของ junctionระหว่าง cumulus cell กับโอโอไซต์ (Hurtt et al., 
2000) เนื่องจาก cumulus cell มีบทบาทหน้าที่ในการเจริญเติบโตของโอโอไซต์ โดยมีหน้าที่ส่ง
สารอาหารไปสู่โอโอไซต์เพื่อเป็นปัจจัยในการพัฒนาการเจริญเติบโต และยังมีหน้าที่ในการท่าให้
เกิดขบวนการ meiosis (Warriach and Chohan, 2004, Tanghe et al., 2002, Downs, 2001)  
 
 oolemma ได้รับความเสียหายได้จากการแช่สารป้องกันการแช่แข็ง (EG 1.5 และ 3 โมลาร์) 
และการผ่านการแช่แข็งโดยวิธี SSV ที่สอดคล้องกับการแช่แข็งของโอโอไซต์สุกร ที่พบว่า plasma 
membrane ของโอโอไซต์สุกรมีความไวต่ออุณหภูมิที่เปลี่ยนแปลงและมักได้รับความเสียหายจาก
การแช่แข็ง (Didion et al., 1990)  
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 จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโอโอไซต์พบว่าสามารถบอกได้ถึงความ
เสียหายของโครงสร้างของโอโอไซต์เท่านั้น ดังนั้นเราจึงมีการศึกษาระดับโมเลกุลเพื่อตรวจดูความ
เสียหายของโครงสร้างของโอโอไซต์ให้มากขึ้นโดยการศึกษาโดยวิธี lectin histochemistry ซึ่งเป็น
วิธีการศึกษาโครงสร้างของไกลโคโปรตีนโดยใช้เลคติน ที่มีคุณสมบัติในการจับจ่าเพาะกับน้่าตาล
หรือคาร์โบไฮเดรตบนผิวเซลล์ (Spicer and Schulte, 1992) 
 
 การแสดงออกของกลุ่มน้่าตาลในโครงสร้างของ COCs ในกลุ่มควบคุมพบว่าการ
แสดงออกของหมู่น้่าตาล β-D-galactose และ N-acetylgalactosamine ที่ตรวจสอบได้โดยการย้อม
ด้วย ECL และ LEL มีระดับการติดสีสอดคล้องกับที่รายงานไว้และพบว่ามีระดับการติดสีในระดับ
ที่เข้มดังนั้นหมู่น้่าตาลชนิดนี้จึงเป็นองค์ประกอบหลักของโครงสร้าง COCs หมู่น้่าตาล α-β N-
acetylgalactosamine ที่ตรวจสอบโดยการย้อมด้วย VVA พบว่ามีระดับการติดสีในระดับที่อ่อนมาก
ที่ oolemma และ ZP ซึ่งสอดคล้องกับการตรวจของเลคตินนี้ในรังไข่สุนัขของ (Blackmore et al., 
2004) การแสดงออกของน้่าตาล N-acetylglucosamine (ที่ตรวจสอบโดยเลคติน s-WGA) α-β -N-
acetylglucosamine (ที่ตรวจสอบโดยเลคติน GSL ll) และ α- mannose (ที่ตรวจสอบโดยเลคติน 
PSA) ที่พบใน COCs การทดลองนี้มีระดับการแสดงออกของน้่าตาลที่ต่่ากว่าผลที่พบในการรายงาน
ของ Blackmore และคณะ (2004) จึงเป็นไปได้ว่าความแตกต่างนี้เกิดจากระยะการพัฒนาของฟอลลิ
เคิลที่แตกต่างกัน กล่าวคือ COCs ในการทดลองคร้ังนี้ได้มาจาก tertiary follicle ขณะที่ในรายงาน
ดังกล่าวเป็นการตรวจสอบ COCs ใน secondary follicle 
 
 ผลของความเข้มข้นของสารป้องกันการแช่แข็ง (EG) และการแช่แข็งลดการจับกัน
ระหว่างเลคตินกับหมู่น้่าตาลส่วนใหญ่ที่พบบนโครงสร้างของ COCs ต่างๆได้แก่ cumulus cell, ZP
และ oolemma ดังนี้  การจับกันระหว่างเลคติน ECL กับ β-D-galactose  LEL กับ N-
acetylgalactosamine s-WGA กับ N-acetylglucosamine GSL ll กับ α-β -N-acetylglucosamine 
PSA กับ α- mannose ขณะที่การจับกันระหว่าง VVA กับ α-β N-acetylgalactosamine ไม่ได้รับ
ผลกระทบ 
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 ความแตกต่างของความเข้มข้นของสารป้องกันการแช่แข็งท่าให้เกิดความดันออสโมติ
กแตกต่างกันอาจมีผลท่าลายโครงสร้างของ glycocalyx ซึ่งมีหมู่น้่าตาลเป็นส่วนประกอบและ
น่าไปสู่การเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบของหมู่น้่าตาลในโครงสร้างต่างๆ (Talaei et al., 2010) สาร
ป้องกันการแช่แข็ง EG ที่ใช้ในการแช่แข็งและ การแช่แข็งมีผลต่อความเสียหายของพื้นผิวโมเลกุล
ของเซลล์ และอาจจะน่าไปสู่การเปลี่ยนแปลงโมเลกุลของน้่าตาลที่อยู่บนผิวของ ZP (Saunders and 
Parks, 1999) ซึ่งท่าให้มีผลต่อการจับของเลคตินที่จ่าเพาะ จากการรายงานของ Lee และคณะในปี 
ค.ศ. 2006 พบว่าโอโอไซต์ของสุนัขไม่ทนต่ออุณหภูมิที่ต่่าลงอย่างรวดเร็วซึ่ง การแช่แข็งด้วยวิธี
วิทริฟิเกชั่นอาจส่งผลให้เซลล์เกิดความผิดปกติ และจะมีผลต่อกระบวนการ glycosylation (Oskar 
and Krishan, 2001) ซึ่งอาจเป็นสาเหตุที่ท่าให้โครงสร้างของน้่าตาลเปลี่ยนแปลงไป 
 
 จากผลการทดลองนี้กล่าวได้ว่า การใช้วิธี SSV ในการน่ามาเก็บรักษาโอโอไซต์ของสุนัขที่
อุณหภูมิต่่าโดยวิธีวิทริฟิเกชั่น ข้อดีคือลดปริมาณการสัมผัสสารป้องกันอันตรายจากการแช่แข็งของ
โอโอไซต์เพื่อลดความเป็นพิษ และเพิ่มความเร็วในการแข็งตัวของเซลล์ให้เร็วยิ่งขึ้น แต่อย่างไรก็ดี
ยังพบว่าความเสียหายของลักษณะโครงสร้างของโอโอไซต์ ดังนั้นจึงต้องมีความจ่าเป็นต้องศึกษา
ค้นคว้าหาวิธีที่มีประสิทธิภาพเพื่อเพิ่มร้อยละการรอดชีวิตของโอโอไซต์และรักษาโครงสร้างของ
โอโอไซต์ตามความต้องการของการใช้เทคโนโลยีทางระบบสืบพันธุ์ในปัจจุบัน  
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สรุปและข้อเสนอแนะ 

สรุป 
 

 จากการศึกษาคร้ังนี้พบว่าการเก็บรักษาโอโอไซต์โดยวิธีวิทริฟิเกชั่น ผลของระดับความ
เข้มข้นของสารป้องกันการแช่แข็ง ethylene glycol และ การแช่แข็งที่มีต่อร้อยละของการรอดชีวิต
ของโอโอไซต์ การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างทางจุลกายวิภาคของ COCs และการจับของเลคตินที่มี
ต่อหมู่น้่าตาลที่ปรากฏบนของโครงสร้างของ COCs  
 

ข้อเสนอแนะ 
 
 หากจะมีการศึกษาต่อไปควรทดสอบการพัฒนาของโอโอไซต์ในกระบวนการเกิด nueclear 
maturation และ cytoplasmic maturation โดยวิธี in vitro maturation และทดสอบความสามารถใน
การปฏิสนธิของโอโอไซต์โดยวิธี in vitro fertilization 
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TCM 199 (Stock) 
 
 1. TCM 199 (Sigma, M - 5017)  0.9990 กรัม (g) 
 2. Na pyruvate (Sigma, P - 5280) 0.0056 กรัม (g) 
 3. NaHCO3 (Sigma, S - 5761)  0.2200 กรัม (g) 
 4. Ultra pure water to 100 ml 
 
TCM199 + 10% Fetal Bovine Serum (FBS) 
 
 1. TCM 199 (Stock)    9.00 มิลลิลิตร (ml) 
 2. FBS (Gibco – 10270 - 098)   1.00 มิลลิลิตร (ml) 
 3. P - S (Stock)    10.00 นาโนลิตร (μl) 
 
สารละลาย PBS ปริมาณ 100 มิลลิลิตร ประกอบด้วย 
 
 1. NaCl      1.000 กรัม (g) 
 2. KCl       0.024 กรัม (g) 
 3. NaH2PO4.12 H2O    0.056 กรัม (g) 
 4. KH2PO4      0.024 กรัม (g) 
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